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序論
グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ( E C 1 . 1 1 . 1 . 9 . ) は グ ル タ チ オ ン と 過 酸 化 水素
ま た は脂質過酸 化 物 を 基質 に し ， 日甫乳 動 物 の 組織， 特 に 赤 血球 に 多 量 に 存 在 す る
，抗酸 化 作 用 に携わ る 酵素 で あ る t 7 ， 3 1 ) 分 子 量 は 約 9 0 k D a で， 1 分 子 あ た り 4
個 の セ レ ン 原 子 を 含 む . そ の 活 性 中 心 は芳香環近傍 の セ レ ン ス ルフィ ド ( S e - S )
と 考 え ら れて お り ， 低 分 子 量 化 合 物 で あ っ て も こ れ に 類 似 し た 構造 を 有 し て い れ
ば グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 様 活 性 を 持 つ 可 能 性 が 考 え ら れ る . エ プ セ レ ン
( e b s e le n ; 2 - ph e n y l- 1 ， 2 - be n zis o s e le n az o l- 3 ( 2 H ) - o n e ， Fig . 1 ) は こ の 様 な考え
に 基 づ い て 開発 さ れ た 低 分 子 セ レ ン 有機 化 合 物 で， in vit r o に お い て グ ル タ チ オ
ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 様 作 用 に 加 え て ， 5 - リ ポ キ シ ゲナ ー ゼ お よ び サ イ ク ロ オ キ シ
ゲナ ー ゼ限害 作 用 等 を 有 す る 46 ，4 7 ， 7 6 ， 7 7. 8 9 ， 9 t ， 10 5 .  1 36 ) 本 薬 は， 種 々 の 実 験
的 病 態モデ ル に も 有 効 で ， ガ ラ ク ト サミ ン 惹 起 肝 障 害 1 3 7V虚血 性脳浮 腫 d 0 ， 
1 2 9 ) ， 糖尿 病 2 3 V 急 性降障 害 8 81 ， 腎虚血 再 還流 障 害 モデ ル 2 5 ) 等 を 抑 制 す る こ
と が 報 告 さ れて い る . 日 本 で は 現 在 ， エ プ セ レ ン は臨床 に お い て ク モ膜 下 出 血 に
対 し てフェ イ ズIII 試 験 を 実 施 中 で ， 脳梗塞急 性期 に 対 し て はフェ イズIIb 試 験 が
終了 し て い る . 一方， 消 化 器疾患へ の適応 も 考慮 さ れ て い る .
胃 粘膜 損傷 は 胃 酸 ， ペ プ シ ン 等 の攻撃因 子 と 胃 粘 液， 胃 粘 膜 血流 等 の防御因 子
の ア ン バ ラ ン ス に よ っ て 起 こ る と 考 え ら れ て い る 1 8 ， 1 1 1 . t 2 1 ) 脂 質 過 酸 化 6 9 . 
718 8 11 12 8〉， フリ ー ラ ジ カ ル 36 . 9 5 . 1 2 2 }， ペプ チ ド ロ イ コ ト リ エ ン ( pL T ) 2 7，
41， 45， 81 ， 93， 114 ・ 1 2 5 ) 等 も 胃 粘 膜 損傷 形 成 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る . ま
た 近 年 ， B e  i 1ら 7 ) に よ り エ プ セ レ ン は 胃 酸 分 泌 の 最終段階 に 関 与 す る H + ， K + -
ATP a s e 2 4， 10 3 ， 1 0 し 1 t 6 ) を 阻害 す る こ と が 示 さ れ た . こ れら の 知 見 か ら， エ プ セ
レ ン は 胃 液 分 必 お よ び 胃 粘膜 損傷 抑 制 作 用 を 有 す る 可 能 性 が 推察 さ れ る が， i n
。
Fig. 1 .  Chemical structu re of ebselen ( 2-phenyl-1， 2-benzÏBoselenazol-3 (2H) ­
one， molecular w eight: 274.18) . 
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vi v o 実 験 モ デ ル に お い て そ れ ら を 明 確 に 示 し た 報告 は な い . そ こ で， 幽 門 結紫 ラ
ッ ト を 用 い て エプセ レ ン の 胃液分 泌 抑 制活 性 の 検 出 を 試 み た . ま た ， 本薬 の 胃 粘
膜損傷 抑 制 作 用 を 損傷 発 現 に 胃 酸 の 関 与 が 大 き い と さ れ る ラ ッ ト 水浸拘 束 ス ト レ
ス お よ び ア ス ピ リ ン 胃 粘膜損傷 モ デ ル お よ び， ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ヨ ン の 検 出 モ
デ ル で あ る ラ ッ ト 塩 酸， ラ ッ ト 塩 酸- エ タノ ー ル お よ び マ ウ ス エタノ ー ル 胃 粘 膜
損傷 モ デ ル で 検討 し た . そ の 結 果 ， エ プセ レ ン は 胃 液 分 必お よ び 胃 粘 膜 損傷 抑 制
作用 を 有 す る こ と ， お よ び 本薬 の 胃 粘 膜損傷 抑 制 作 用 機 序 の 少 な く と も 一 部 に 脂
質 過 酸 化 お よ び p L T 産 生 の 抑 制 が 関 与 す る こ と が 示 さ れ た .
H +  ， K + - AT P a s e は 酵 素 反 応 サ イ ク ル の 中 で リ ン 酸 化 中 間 体 を 形 成 す る P 型
A T P a s e で 1 1 6. 1 1 7 . 1 31 1 3 5)， こ れ ま で に 種 々 の 作 用 機 作 に 基 づ く モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体3 ) や阻害剤4. 6 • 5 1I ) が 開 発 さ れ て い る . 先 に も 記述 し た が， エ プセ レ ン は
H +  ， K + - A T Pa s e を 抑 制 し ， そ の 作用 部 位 は H + ， K +- A T P a s e 阻害剤 オ メ プ ラ ゾ ー ル
1 9 .511 . 7 1 . 7 2 l と 同 様 に 酵 素 の ス ル ヒ ド リ ル 基 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る
7 ) し か し ， 酵素 反 応 サ イ ク ル の 部 分 反 応 に 対 す る 作用 は 検討 さ れ て い な い . 今
回， プタ 胃体部 粘膜 よ り H + ， K +- A T Pa s e を 含 む 胃 ベ シ ク ル を 調製し ， H +  ， K + -
A T P a s e の 部 分 反 応 ( リ ン 酸 化， 脱 リ ン 酸 化 お よ び E l か ら E 2K へ のコ ン ブオ
メ ー シ ョ ン 変 化3 7 l ) に 対 す る エ プ セ レ ン の 効 果 を 検討 し た . その 結 果 ， 本薬 は 酵
素 の ス ル ヒ ド リ ル 基 に 作 用 し ， 主 に 脱 リ ン 酸 化 過 程 を 抑 制 し て 酵素 を 阻 害 す る こ
と が 判 明 し た .
胃 粘膜上 皮 粘液細 胞 は 種 々 の 防 御 因 子 を 産 生 し ， 攻撃 因 子 か ら 胃 粘 膜 を 保護 し
て い る 9 . 1I3.6 5.66) こ の 細 胞 を 含 む 胃 粘膜上 皮 細 胞 の 培 養 系 は 未 だ 確 立 さ れ た も
の が な く ， ま た 機 能 を 有 し た 細 胞 株 樹 立 の 報 告 も な い . 近 年， 特 異 的 機 能 を 保 持
し た 不 死 化 細 胞 樹 立 の ため に s i mi an v i r u s  4 0  l a r ge T ( S V 4 0  l ar ge T)抗 原 遺
伝 子 が 用 い ら れ て い る 6Ø. 9 2.1 3 9 ) さ ら に ， 温 度 感 受 性 突 然 変 異 株 t s S V 4 0
l a r ge T 抗 原 遺 伝 子 を 導入 し たト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 種 々 の 細 胞 株 が 確
立 さ れ て い る 14.13 8 . 1 1l 1 . 1 4 2) 著 者 ら は t s S V 4 0 l a r ge T 抗 原 遺 伝 子 導入ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 胃 粘 膜 初 代 培 養 系 か ら 2 種 類 の 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 株
( G S M 0 6 お よ び G S M 1 0)の 樹 立 に 成 功 し た . G S M 0 6 細 胞 は 温 度 感 受 性 の 細 胞 増 殖 を
示 し ， ま た 種 々 の 正 常 胃 粘膜上 皮 粘 液 細 胞 に 見 ら れ る 機 能 を 有 す る こ と が 明 ら か
と な っ た . エ プ セ レ ン の 胃 粘 膜 損 傷 抑 制 作 用 機 序 を 明 ら か に す る 目 的 で ， G S M 0 6  
細 胞 の エ タノ ー ル 障 害 に 対 す る 本薬 の 効 果 を 検討 し た . エ プセ レ ン は エ タノ ー ル
細 胞 障 害 を 有 意 に 抑 制 し ， そ の 抑 制 作 用 機 序 の 少 な く と も 一 部 に 脂 質 過 酸 化 の 阻
害 が 関 与 す る こ と が 示 さ れ た .
以 下， こ れ ら に つ い て 三部 に 分 け て 記述 す る .
nJ“ 
第 一 部
エ プセ レ ン の ラ ッ ト 胃液分 泊 お よ び 各 種 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス
胃 粘 膜損傷 に 対 す る 作 用
1. 序
胃 粘 膜 損傷 は 胃 酸， ペ プ シ ン 等 の攻撃因 子 と 胃 粘液， 胃 粘 膜 血流 等 の 防御 因 子
の ア ン バ ラ ン ス に よ っ て 起 こ る と 考 え ら れ て い る 1 8 ， 1 1 1 ， 1 2 1 ) 近 年， 脂 質 過 酸 化
6 9 ， 78 . 8 8 ， 9 5.1 2 8 )， フ リ ー ラ ジ カ ル36， 95 ， 1 2 2 ) ， p L T  2 7 ， 4 1 ， 4 5， 8 1 ， 9 3， 1 1 4 ， 1 2 5 ) 
等 が 胃 粘 膜損傷形 成 に 関 与 す る と 報 告 さ れ て い る . 一 方， セ レ ン 有 機 化 合 物 エプ
セ レ ン は 抗 酸 化 作 用 ， グ ルタチ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 様 活 性， 5 - リ ポ キ シ ゲ ナ ー
ゼ 阻害 作 用 を 有 す る の で 4 6， 4 7 ， 76， 7 7 ， 8 9 ， 9 1 ・ 1 85 . 1 36 ) ， 本薬 に 胃 粘 膜損傷 抑 制 作
用 が あ る 可能 性 が 推 察 さ れ る . I n  v i t r o 実 験 系 に お い て ， エプセ レ ン は 胃 酸 分 涜
の最終段階 に 関 与 す る H + ， K +- A T P a s e を抑 制 す る こ と が 示 さ れ た 7 ) し か し な が
ら， i n  v i v o 実 験 系 に お い て 本薬 が 胃液分 必お よ び 胃 粘 膜損傷 抑 制 作 用 を有 す る
か否 か は 明 ら か で な い . そ れ ゆ え ， 第 一 部 で は エ プセ レ ン の 抗 胃液分 溢 作 用 を 幽
門 結数 ラ ッ ト で 検討 し た . さ ら に ， 胃 粘 膜損傷 抑制 作 用 を 損傷 発 現 に 胃 酸 の 関 与
が 大 き い ラ ッ ト 水 浸 拘 束 ス ト レ ス お よ び ア ス ピ リ ン 胃 粘 膜損傷 お よ び， ガ ス ト ロ
プ ロ テ ク シ ョ ン の 検 出 モ デ ル で あ る ラ ッ ト 塩 酸， ラ ッ ト 塩 酸ーエ タノ ー ル お よ び
マ ウ ス エ タノ ー ル 胃 粘 膜損傷 モ デ ル で 検証 し た . ま た ， マ ウ ス エ タノ ー ル モ デ ル
に お い て ， エ プセ レ ン の 胃 粘 膜損傷 抑 制 作 用 に お け る 脂 質 過 酸 化 お よ び p L T の 役
割を 調 べ た .
2. 実 験材料 お よ び 方 法
1 ) 実 験 動 物
雄 性 S p r a gue - D aw l e y ( S D ) 系 ラ ッ ト ( 体 重 1 7 0 "'''' 2 0 O g， 日 本S LC ， 静 岡 ) ， 雄
性 D o n r y u 系 ラ ッ ト ( 体 重 1 6 0 """ 3 O O g， 日 本チ ヤ ー ル ス リ バ ー ， 神 奈川I ) お よ び
雄 性 C 5 7 B L / 6 マ ウ ス ( 体 重 1 5 ，.，... 2 5 g， 日 本チ ヤ ー ル ス リ バ ー ) を 使用 し た . 飼育
は 温 度 ( 2 3  i: 2 0C ) お よ び 湿 度 ( 5 5 i:1 5 % ) がコ ン ト ロ ー ル さ れ た 動 物 室 で 行 い ，
市販 の 固 形飼料 ( F - 2 ， 船橋農場， 千 葉 ) お よ び 上 水 道 水 を 自由 に 摂取 さ せ た .
2 ) 実 験材料
エ プセ レ ン ( F i g . 1 ) は A . N a t t e r m an n  & C i e . Gm b H 社 ( C o l o gn e ， G e r m a ny ) 
よ り得 た . ア ス ピ リ ン は エ ピ ス 製薬 ( 大阪 ) ， T we e n  8 0 は ナ カ ラ イ テ ス ク 社 ( 京
円‘υ
都) ， イ ン ド メ タ シ ン お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブミ ン ( B SA ) は S i gm a 社 ( S t . L o ui s ，
M O ， U S A ) ， D a i go ' s T 培 地 ( H e p e s お よ び フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 含 ま ず ) は 和 光 純 薬
( 大阪) よ り各 々 購 入 し た .
3 ) 薬 物 の 投 与
エ プセ レ ン は 0 . 5 % カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ル ( C M C ) 水 溶 液 に 懸 濁 し ， 5 
m l / k g の割 合 で 投 与 し た . 胃 粘膜 損傷 の 実 験 で は， エプセ レ ン は 損傷 惹 起 の 3 0
分 前 に 経 口 投 与 ( p . o . ) し ， 胃液分 必 の 実 験 で は 幽 門 結数 直 後 に十二指 腸内投 与
( i .d. ) し た .
4 ) 幽 門 結数 ラ ッ ト に お け る 胃液分 泊 の 測 定
幽 門 結紫 ラ ッ ト お け る 胃液分 必 は 概ねS h ay ら の 方 法 1 1 ø ) に 従 っ て 行 な っ た .
す な わ ち ， D o n r y u 系 ラ ッ ト ( 体 重 1 3 0 '" 1 6 0 g ) を 一晩絶食 後， 軽 い エ ー テ ル 麻
酔下 に 腹 部 を 正 中 線に沿 っ て 切 開 し ， 幽 門 を 結数 後 ， 切 開 部 を 縫 合 し た . 動 物 を
覚醒下 で 4 時 間飼育 後， 過剰 の エ ー テ ル で屠殺 し た . 胃 を 摘出 し ， 胃 内 容 物 を 集
め， 遠心 ( 3 ， 0 0 0 r p m ， 2 0  mi n ) に よ り 胃 液 を 分 離 後， そ の 容積 を 測 定 し ， 体 重
1 0 0 g あ た り に 換 算 し て 表 示 し た ( m l / 1 0 0 g b . w . ) .  胃 液 の酸度 は 自 動 滴 定 機
( H S M -1 0 A ， 東 亜 電 気， 東 京 ) を 用 い て O . l N N aOH で p H 7 ま で 滴 定 し て 求め，
m E q/ l で 表 示 し た . 胃 液 量 と酸度 の積 を 酸 排 出 量 と し ， μ E q/ 1 0 0 g b . w . で 表 わ
し た 1 2 4 ) 
5 ) ラ ッ ト 水 浸 拘 束 ス ト レ ス 胃 粘膜損傷 の 惹 起
水 浸拘 束 ス ト レ ス 胃 粘膜損傷 は 以 前 の 方 法 に 準 じ て 行 な っ た 1 2 4 ， 1 2 6 ) 即 ち ，
非 絶食 D o n r y u 系 ラ ッ ト ( 体 重 2 7 0 '" 3 0 0 g ) を 水浸拘束 ス ト レ ス ケ ー ジ に 入 れ，
垂直に し て剣状 突 起 レ ベ ル ま で 水 に 浸 か る よ う に し 1 2 1 0C で 7 時 間 水 浸拘束 負
荷 を 施 し た . エ ー テ ル 麻酔下 に ラ ッ ト 腹 部 を 正 中 線に沿 っ て 切 開 し ， 胃 を 摘 出 後，
胃内 に 2 % ホ ル マ リ ン 緩 衝液 1 0 m l を 注 入 し ， さ ら に 同 ホ ル マ リ ン 緩 衝液中 で，
2 0 分 間 軽 度 に 固 定 し た ( 2 5 0C ) . そ れ か ら ， 固 定 さ れ た 胃 を 大湾に沿 っ て 切 開 し ，
胃 粘膜損傷 の 程 度 を 評 価 し た . 個 々 の 動 物 の 損傷 ( 黒色 壊死 病 変 ) の 長 さ を ノ ギ
ス で 計 測 し ， 合 計 し た も の を 損傷 指 数 ( u l c e r i nde x ) と し た .
6 ) ラ ッ ト ア ス ピ リ ン 胃 粘 膜 損傷 の 惹 起
D o n r y u 系 ラ ッ ト ( 体 重 1 6 0 '" 2 0 0 g ) を 一 晩絶食 後 実験に供 し た . ラ ッ ト に ア ス
ピ リ ン ( 3 0 0 m g/ k g) を 経 口 投 与 し ， 5 時 間 後 に 上 記 水 浸拘 束 ス ト レ ス モ デ ル と 同
様 に し て 胃 粘膜損傷 の 程 度 を 評 価 し た 1 24) 
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7 ) ラ ッ ト 寝酸 お よ び 塩 酸 - エ タノ ー ル 胃 粘膜損傷 の 惹 起
S D 系 ラ ッ ト を 一 晩 絶食後 実 験 に 用 い た . 動 物 に 塩 酸 ( 0. 6 N ) ま た は 塩 酸 - エ
タノ ー ル ( 6 0 % e t h an o 1  i n  0. 1 5  N H C 1 ) を 経 口 投 与 し ( 1 m 1 / r a t) ， 6 0 分 後 に 上
記 水 浸 拘 束 ス ト レ ス モ デ ル と 同 様 に し て 胃 粘膜損傷 の 程 度 を 評 価 し た 6 8 . I ø I . 
1 2 5) 内 因性 プ ロ ス タグ ラ ン ジ ン ( P G ) の 影 響 を 調 べ る 実 験 で は ， 胃 粘膜損傷惹
起 の 6 0 分 前 に 0 . 2 % Tw e e n 8 0 を 含 む 生 理食塩 水 に 溶 解 し た イ ン ド メ タシ ン ( 5 
m g/ k g ) を ラ ッ ト に 投 与 し 損傷 を 惹 起 し た 1 2 5 ) 胃 粘膜組織標 本を 作 成 す る と き ，
胃 体 部 組織 を 1 0 % ホ ル マ リ ン 緩 衝液で 固 定 し ， 常 7法に 従 っ て p e ri odi c acid 
S chif f ( PA S ) - au r an ti a 染 色 し た A 8 ) 
8 ) マ ウ ス エ タノ ー ル 胃 粘 膜損傷 の 惹 起 お よ び 胃 粘膜過 酸 化 脂 質 お よ び p LT の 測
定
マ ウ ス を 一 晩絶食後 実 験 に 用 い た . 動 物 に エ タノ ー ル を 経 口 投 与 し ( 5 0μ 1 /
m o u s e ) ， 3 0 分 後， エ ー テ ル 麻酔 下 に 腹 部 を 正 中 線に沿 っ て 切 開 し た . 胃 を 摘 出 後，
胃内 に 2 % ホ ル マ リ ン 緩 衝液 0 . 5 m 1 を 注入 し ， 上 記 水 浸拘 束 ス ト レ ス モ デ ル と
同 様 に し て 胃 粘膜損傷 の 程 度 を 評 価 し た .
胃 粘膜過 酸 化 脂 質 お よ び p L T 量 を 測 定 す る と き ， 上 記 のご と く エ タノ ー ル 胃 粘
膜損傷 を 作製後， ピ ン セ ッ ト を 用 い て 胃 体 部か ら 粘 膜層 を剥離 し ， そ の 粘膜 を氷
冷 生 理食塩 水 で 2 回 洗 浄 し た . 過 酸 化 脂 質 を 測 定 す る 場合， 粘膜サ ン プ ル に 生 理
食塩 水 を添加 し ， テ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ し た . サ ン プ ル 中 の 過
酸 化 脂 質 量 は O h k aw a ら の 方 法 8 2 ) に 従 い チ オ パ ル ピツ ー ル 酸 反 応 物 質 量 と し た .
pL T を 測 定 す る と き ， 粘膜 を D ai go ' s T 培 地 中 で 1 5 分 間 霊湯培 養 し た ( 3 7 0C ) .  
次 に ， 培 養 上 清 を 回 収 し ( 1 ， 4 0 0 x g ，  1 0  mi n ) ， 上 清 中 に 遊 離 し た p L T 量 を
p LT エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ ( E I A ) キ ッ ト ( A m e r s h am J apan 社， 東京 ) で 測
定 し た . 本キ ッ ト は L T C 4 ， L T D A お よ び L T E 4 と 各 々 1 0 0 ， 1 0 0 お よ び 7 0 % 反 応
す る . サ ン プ ル の タン パ ク 濃 度 は B S A を標 準 と し L o w r y ら の 方 法 55) に 従 っ て
測 定 し た .
9 ) 統 計 処 理
結 果 は 平均 ± 標 準 誤差 ( S. E . M . ) で 示 し た ( N= 6"" 8 ) . 統 計 学 的 解 析 は
D un n e t t の 多 重 比 較 法 を 用 い て 行 い ， P 値 が 0. 0 5 以 下 を 有 意 差 有り と 判 定 し た .
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3 . 実 験 結 果
1 ) 幽 門 結数 ラ ッ ト 胃 液 分 必 に 対 す る 作 用
幽 門 結歎 の 4 時 間 後 ， ラ ッ ト 1 0 0 g あ た り 4.. 5 士 0 .4 m l の 胃 液 が 採 取 さ れ，
そ の 酸 度 お よ び 酸 排 出 量 は 各 々 1 2 3 . 3i: 2 .1 ( mEq/ l ) お よ び 5 64. 6i:4 9.4
( μEq/1 0 0  g b . w . ) で あ っ た . エ プ セ レ ン (1 0"' 3 0 0 mg/ kg， i .d. ) 投 与 ラ ッ ト に
お い て， 胃 液 お よ び 酸 排 出 量 は 3 0 mg/ kg， 酸 度 は 1 0 0 mg/ kg から用 量 依 存 的 か
っ 有 意 に 抑制 さ れ ， 3 0 0  mg/ kg 投 与 で は ほ ぼ 完 全 な 抑制作 用 が 観察 さ れ た
( T a b le 1 ) . 
2 ) ラ ッ ト 水 浸拘束 ス ト レ ス お よ び ア ス ピ リ ン 胃 粘 膜 損 傷 に 対 す る 作 用
水 浸拘束 ス ト レ ス 負荷 ( 21 0C ， 7 h ) に よ り ラ ッ ト 胃体部 粘 膜 に は 線状 の 出 血性
黒色胃 粘 膜壊 死 が惹起 さ れ た . エ プ セ レ ン の 100 お よ び 3 0 0 mg/ kg の 経口投 与
は 本胃 粘 膜損傷を 有 意 に 抑 制 し ， 各 々 の 抑 制率は 4 7 お よ び 6 7 % で あ っ た
( Fig. 2 ) .  
ま た ， ア ス ピ リ ン ( 3 0 0 mg/ kg) 経口投 与 の 5 時 間 後， 胃体部 粘 膜 に は 水 浸拘
Table 1 .  Effect of ebselen on gastric acid secretion in p ylorus-ligated rats . 
Dose Volum e  Acidity Acid output 
(m gjkg )  (mlj100 g b .w. )  ( m EqJl) ( μ Eqj100 g b .w.)  
Vehicle 4 . 5 i: 0 . 4  1 2 3 . 3  i: 2 . 1  564 .6  i: 49.4 
10 4 .8  i: 0.4 (-7) 121 . 6  i: 3 . 1  ( 1 )  585 .0  i: 52 .3  (-4) 
30 3 . 1  i: 0 . 3 白 (31 ) 1 2 5 . 3  i: 3 . 4  (ー2 ) 388 .0土45 .8且(31 )
100 1 . 1  i: 0 . 2 白 ( 76) 82 .9士6 . 0 0 ( 33)  93 . 9  i: 1 7.60  (83)  
300 0 . 5  i: 0 . 1 0  (89) 56.6 i: 5 . 2 0  ( 54) 25.9 i: 4 . 3 0  (95) 
Ebselen w as  adrn註listered intrad uodenally i皿m ediately after p ylorus且gation .
The injection volume w 邸 constant at 5 mljkg b .w. ， and an equal volume of 
vehicle w as  given to the control g roup . Gastric j uice was collected for 4 h after 
ligation and analyzed for acidity with an autom atic titrator (HSM-10A， Toa 
Electronics ，  Tokyo) . Acid output was calculated as the production of acidity 
rnultiplied by the volume and expressed in term s of μ Eqj100 g b .w .  All data 
indicate means 士 S .E.M . ( N=10) . Fig u res in the p arentheses indicate the percent 
inhibition.目P く0 .01 vs .  vehicle control g roup (Dunnett's  m ultiple com parison) . 
nhu 
b ) Aspirin Ulcer 
(N= 8) 
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2 .  Effects of ebselen on w ateトim m ersion restraint stress- (left， a) Fig . 
Ebselen was rats. gastric ulceration in b )  ( right， 邸pir江l-inducedand 
- m . 2 p 出
The injection volume w as  m 位ntained at 5 mljkg， and an 
equal volume of vehicle was given to the control group . Each column and 
vertical bar rep resent the m ean ::t S .E.M . ( Nこ7 or 8) . 之本P く0.01 vs .  vehicle 
control g roup (Dunnett's m ultiple com parison) . 
or stress to exposure before mrn 30 orally administered 
administration. 
東 ス ト レ ス モ デ ル の 病 変 と 類 似 し た 線状 の 出 血性 黒色 胃 粘 膜壊 死 が 形 成 さ れ ，
mg/ kg (P. o. ) は こ の 胃 粘 膜 損 傷を 用 量 依 存 的 か
エ
3 0 0 およ び1 0 0 3 0 ，  プ セ レ ン の
9 7 % を 示 し たおよ び8 2  4 9， 各 々 の 用 量 に お け る 抑制率はつ 有 意 に 抑制 し ，
2 )  . ( F ig. 
ラ ッ ト 塩酸 お よ び塩酸ーエ タ ノ ー ル 胃 粘 膜 損 傷 に 対 す る 作 用
肉眼的 に ラ ッ ト 胃体部 粘 膜 に 広 範塩酸ま た は塩酸-エ タ ノ ー ル の 経 口 投 与 は ，
組織学的 に は 上 皮 細 胞ま た ，3 ) .  ( F ig. な 線状 出 血性 黒色 胃 粘 膜壊 死 を惹起 し た
( 結微 小循環 障 害 およ び 胃 粘 膜 下 層 浮 腫を伴 う 胃 粘 膜壊 死 が 観 察 さ れ たの 脱 落，
1 0 0 mg/ kg の 経 口 投 与 は塩酸ま た は塩およ び3 0  1 0 ， エ プ セ レ ン の果示 さ ず に
2 お
p . o. ) は 上 皮
( T ab le 酸ーエ タ ノ ー ル に よ る 胃 粘 膜 損 傷 を用 量 依 存 的 か っ 有 意 に 抑制 し た
(1 0 0 mg/ kg， 組織学的 に も 本薬 の 高 用 量よぴ ま た ，F ig. 
一 7-
細 胞 の 脱 落 を 一 部 抑制 し ， そ の 他 の 損 傷 を ほ ぼ 完 全 に 阻害 し た ( 結果示 さ ず ) . 
エ プ セ レ ン の 塩 酸 お よ び 塩 酸ーエ タ ノ ール 胃 粘 膜 損 傷 抑制効果 に 内 因性 P G が
関与 す る か 否 か を 調 べ る た め に ， ラ ッ ト に イ ン ド メ タ シ ン ( サ イ ク ロ オ キ シ ゲ
ナーゼ 阻害剤 ) 前 処 置 を 施 し た . イ ン ド メ タ シ ン 投 与 ラ ッ ト に お い て も ， 起 炎性
物 質 投 与 に よ り 胃 粘 膜 損 傷 が惹起 さ れ ， 高 用 量 の エ プ セ レ ン ( 1 0 0 mg/ kg， p . o . ) 
は 本損 傷 を 有 意 に 抑制 し た ( T ab le4 ) . 
Fig . 3 .  Gross findings of gastric mucosa1. lesions p roduced by ora1. 
administration of HCl-ethanol (a) and 0 . 6  N HCl (b ) 泊 rats . Pretreatment 
with e bselen p revented almost com pletely the necrotic lesion formation 
induced by either HCl-ethanol ( c) or 0 . 6  N HCl (d) . Ebselen w凶given at 
100 m gjkg p・o . at 30 min before the administration of the necrotizing 
agents . 
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Table 2 .  Effect of orally administrated ebselen on 0.6 N HCl-induced gastric 
mucosal lesions in rats. 






86 .7 :t 1 5 . 9  
35 .3  :t 1 1 .8白
1 1 . 3 :t 3 .40  






Ebselen was given at 30 min before the administration of 0 .6  N HCl. The data 
represent the rneans :t S.E.M. for 6 ani皿叫s. opく 0.01 vs. control (Dunnett's 
multiple comparison). 
Table 3 .  Effect of orally administrated ebselen on HC1-ethanol-induced gastric 
mucosal lesions in rats. 






7 5 . 1 :t 10 .4  
35 .4 :t 1 1 .0 0  
8 .0 :t 2 .40  






Ebselen was given at 30 min before the administration of HCl-ethanol. The data 
represent the means :t S.E.M. for 6田ùm叫s: apく 0.01 vs. control (Dunnett's 
multiple comparison). 
Table 4.  Effect of orally administrated ebselen on 0 .6  N HCl- and HCl-ethanol­
induced gastric mucosallesions in indomethacin-pretreated rats. 
Treatment Lesion index (mm) Inhibition (%) 
0 . 6  N HCl model control 
Ebselen 
93 .2  :t 8 .8  
6 .8士5.8白 93  
HCl-ethanol model control 
Ebselen 
1 12.5 :t 8 .8  
18 . 2  :t 8 .4 0  85  
Indomethacin was given at 5 mg/kg s.c. at 1 h before the administration of 
ebselen at 100 mg/kg p.o. The data represent tlhe means :t S.E.M. for 6 animals. 
opく 0 .01 vs. control (Dunnett's multiple compa.rison). 
nHU 
レ ベ ル に 対 す るマ ウ ス エ タ ノ ー ル 胃 粘 膜 損 傷 お よ び 過 酸 化 脂 質 量 ま た は p L T  4 )  
作用
エ タ ノ ー ル の 経口投 与 に よ り 肉眼的 に は マ ウ ス 胃 体 部 粘 膜 に 重 篤 な 出 血性壊 死
お よ び 胃 粘 膜 下 層 浮 腫
mg/ kg) の 経口前処 置
微 視 的 に は 上 皮 細 胞 の 脱 落 お よ び壊 死，病 変 が 認 めら れ ，
1 0 0 お よ び3 0  (1 0 ， エ ブ セ レ ン( F ig. が 観察 さ れ た
の 抑1 0 0  mg/ kg お よ び3 0  の 用 量 から出 血性 胃 粘 膜壊 死 を 抑制 し ，3 0  mg/ kg は
3 0  mg/ kg 本薬 の微 視 的 に も ，( F ig. 9 2 % で あ っ た8 3 お よ び制率は 各 々
ま
( 結果示 さ ず ) ， は 上 皮 細 胞 の 脱 落 お よ び 胃 粘 膜 下層浮 腫 を 抑制 す る傾向 を 示 し
上皮で は 上 皮 細 胞 の 脱 落 お よ び 胃 粘 膜 下 層 浮 腫 を 抑制 し ，(1 0 0  mg/ kg) た 高 用重
( F ig. 細 胞 の壊 死 も 一 部 抑制 し た
B A 
. ・‘・.‘ a 






w as  administered 
findings of gastroprotection b y  
gωtr記injury . Ebselen ( 100 m g/kg) 
orally 30 min before a single oral treatment with absolute ethanol ( 50 
ebselen Microscopic Fig . 
ethanol-induced 
4. 
μl/mouse) .  Thirty min later， g錨tric m ucosa wω fixed with 10% buffered 
formaldehyde . A， ethanol alone-treated gastric m ucosa: Note desquamation 
and disruption in the surface m ucous cells ， edema in the g鎚tric fundic 
mucosa and deep necrotic lesions . B， ebselen plus ethanol-treated gωtric 
m ucosa: Note p rotection against changes induced b y  ethanol. Bar=50μm .  
-1 0 -
エ タ ノ ー ル の経 口投 与 は 過 酸 化 脂 質 量 ( 5 0 . 0 ::t 3 . 4 n m o l / 1 0 0 m g  p r o t e i n ) お よ
び p L T レ ベ ル ( 2 4 8 ::t 1 9  pg / m g  p r o t e i n / 1 5  m i n ) を 有 意 に 増 加 さ せ ， 両 値 は 各 々
の 溶 媒 処 置 群 に 比 べ て 約 1 . 5 お よ び 1 . 8 倍 高 い 値 を 示 し た . エプ セ レ ン ( 1 0 ， 
3 0 お よ び 1 0 0 m g / k g ) の 経 口 投与 は エ タ ノ ー ル に よ る 過 酸 化 脂 質 量 の 上 昇 を 1 0
mg/ kg か ら ， p L T レ ベ ル の 上 昇 を 3 0 m g / k g か ら 用 量 依 存 的 か つ 有 意 に 抑 制 し た
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Fig . 5 .  Effect of ebselen on gastric mucosal lesions induced b y  ethanol in 
mice. Ebselen w as administered by gavage 30 min before an oral treatment 
with abso1ute ethano1 ( 50μ1/m1) . Thirty min later， gastric 1esions were 
visually examined . Each co1umn and vertical bar rep resents the means ::t 
S . E . M . for 6 anim als. **: P く 0 .01 vs. zero-dose group (vehic1e p1us ethanol) 
(Dunnett's m ultip1e com parison test). 
14 噌tム
Table 5 .  Effect of ebselen on lipid peroxides and peptidoleukotrienes in the 
gastric m ucosa of mice treated with absolute ethanol. 
Dose Lipid peroxides Peptidoleukotrienes 
Treatment (m g/kg )  (nmol/100 m g  p rotein) (pg/m g  protein/15 min) 
Vehicle alone 33 . 7 :t 2 . 0b 137 :t 9.2 b 
Ethanol alone 50 .0 :t 3 . 4  248 :t 1 9  
+ ebselen 10 39 .4 :t 2 . 0 0  205 :t 9. 7  
+ ebselen 30 37 .5  :t 2 . 1  b 1 58 :t 6 .8  b 
+ ebselen 100 29 .6 :t 1 . 3  b 1 54 :t 1 5  b 
Ebselen was adm註吐stered by g avage 30 min b efore a si且gle oral treatm ent with 
absolute ethanol ( 50 μ l/mouse) . Lipid peroxides in the hom ogenated gastric 
m ucosa were determined f1uorom etrically as thiobarbituric acid-reactive 
substances， and released peptidoleukotrienes into the m edium were m easured 
by a peptidoleukotriene enzyme imm unoassay . The data represents the m eans士
S.E.M. for 6 anim als .  Vehicle alone: 0. 5% carboxymE�thylcellulose sodium solution 
(CSS) plus purified water (oral) ， ethanol alone: CSS plus absolute ethanol. 
自Pく0.05 ， b Pく0 .01 v s .  ethanol alone g roup (Dunnett's  m ultiple comparison test) . 
4 . 考 察 お よ び総 括
幽 門 結数 ラ ッ ト に お い て ， エプ セ レ ン ( 3 0 "-' 3 0 0  m g / k g ) の 十二指 腸 内 投与 は 用
亘依 存 的 か つ 有 意 な 胃 液 分 必 抑 制 活 性 を 示 し た . 近 年， B e i 1 ら 7 ) は エ プ セ レ ン
がプ タ 胃 ベ シ ク ル の t 依 存 性 A T Pa s e ( K + - A T P a s e ) 活 性 ( 1 C 5ø=0 . 1 5 μ M ) お よ
び H + ， K φ-A T P as e に よ る 胃 ペ シ ク ル 内 へ の プ ロ ト ン 取 り 込 み ( 1 C 5 0=0 . 7 μ M ) を 阻
害 し ， さ ら に 単 離 モ ル モ ツ ト 壁 細 胞 に お い てヒ ス タ ミ ン ( 1 C 5ø=1 3 μ M ) お よ びジ
プ チ リ ル c A M P ( 1 C5ø=1 2 μ M ) 刺激 に よ る アミ ノ ピ リ ン蓬積 冗進反 応 も 抑 制 す るこ
と を 示 し た . こ れ ら の 結 果 か ら ， i n  v i t r o に お い て エ プ セ レ ン は 胃 の プ ロ ト ン ポ
ン プ H + ， K +  - A TP a s e を 阻 害 し ， 胃 酸 分 必 反 応 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か に さ れ た .
我 々 も プ タ 胃 ペ シ ク ル を 用 い た i n v i t ro 実 験 系 に お い て ， 本 薬 の H + ， K +-
AT P a s e 抑 制 作 用 を 確 認 す る と と も に そ の 阻 害 様 式 の 詳細 を 調 べ た ( 第 二部参照) . 
既存 の プ ロ ト ンポ ン プ 阻 害剤 オ メ プ ラ ゾ ー ル の K +- AT P a s e 活 性 阻 害 の 1 C 5 ø 値 は
0 .4 7 "-' 7 . 8 μ H と 報 告 さ れ て お り 5 4・73) ， エ プ セ レ ン の 作 用 ( E D 5ø=0 . 0 6 "-'0 . 1 5
μ M ) よ り も 弱 い . し か し ， オ メ プ ラゾ ー ル の ラ ッ ト 胃 液 分 泊 抑 制 作 用 の E D 5Ø 値
n，白4aa-
は 3 . 5  m g!lぼ で あ り 5 9 ) ， エ プ セ レ ン の 作 用 ( E D 5 Ø・= 約 5 0 mg / k g ) よ り も 強 力 で
あ っ た . 一 方 ， エ プ セ レ ン の 胃 液 分 泌 抑 制 活 性 はコプ ラ 毒素 で 誘 導 し た ラ ッ ト 浮
腫 モ デ ル に お け る 本 薬 の 抗 炎 症 活 性 ( E D5 Ø=5 6 mg / kg ，  p . o . ) と ほ ぼ 等 し か っ た
9 ø 1 
今回 用 い た ラ ッ ト 水 浸 拘 束 ス ト レス お よ び ア ス ピ リ ン 胃 粘 膜 損 傷 は， そ の 損 傷
発 現 に 胃 酸 の 寄与 が大き い モ デ ル で あ る . 従 っ て ， こ れ ら の 胃 粘 膜 損 傷 はヒ ス タ
ミ ン H 2 レセ プ タ 一 括抗剤， プ ロ ト ン ポ ン プ 阻 害剤等 の 酸 分 泊 抑 制剤 に よ り 顕 著
に 抑 制 さ れ る 5 9 . 8 3. 8a. 1 21) エ プ セ レ ン に よ るこ れ ら の モ デ ル で の 抑 制 効 果 は，
そ の 大部 分 が 胃 液 分 泊 抑 制 作 用 に 基 づ く と 考 え ら れ た . エ プ セ レ ン の 酸 分 泊 抑 制
用 量 ( 3 0"-'3 0 0 m g / kg ) に お け る 胃 損傷 抑 制 は ， ス ト レ ス モ デ ル よ り も ア ス ピ リ ン
モ デ ル で よ り 効 果 的 で あ っ た . ま た ， 本 薬 の 胃 液 分 泌 非 抑 制 用 量 (1 0mg / kg ) の投
与 は ア ス ピ リ ン モ デ ル を 抑 制 す る傾向 を 示 し た . 他 方 ， こ れ ら の モ デ ル に お い て
胃 損 傷 発 生 機 序 の 一 部 に 脂 質 過 酸 化 9 5)， フ リ ー ラ ジ カ ル 9 5)， p L T 45 . 1 1 4 ) 等 が 関
与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る . エ プ セ レ ン は 抗 酸 化 作 用 お よ び 5 - リ ポ キ シ ゲ ナ ー
ゼ 阻 害 活 性 を 有 し て お り ( T a b l e 5 ) ，  こ れ ら の 作 用 が 本 薬 の ラ ッ ト 水 浸 拘 束 ス ト
レス お よ び ア ス ピ リ ン 胃 粘 膜 損 傷 抑 制 効 果 発 現 に 寄 与 し て い る か も し れ な い . ま
た ， エ プ セ レ ン がジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク ( サ イ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻 害剤 ) 5 3 ) お よ び
虚血 一 再還流133 ) に よ る ラ ッ ト 急 性 胃 粘 膜 損 傷 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か に さ れ た .
P G お よ び そ の ア ナ ロ グ は エ タ ノ ー ル を は じ め と す る 種 々 の 起 炎 性 物 質 惹 起 胃 粘
膜 損 傷 を 抑 制 す る S0 . 6 5 . 1ØØ . 1 2 1 1 こ の 抑 制 作 用 は， 胃 酸 分 泌 抑 制 を 介 し た 効 果
で は な く ， " ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ョ ン" と称さ れ て い る !日o . 1 Ø 1' . P G の 胃 粘 膜 サ
イ ト プ ロ テ ク シ ョ ン 作 用 が 発 見 さ れ た 当 初 ， こ の 作 用 は P G 類 に の み 限 ら れ る と
考 え ら れ て い た が， そ の 後 の 研 究 で構造 的 に P G と 類 似 し な い 化 合 物 に も こ の 様 な
作 用 が あ るこ と が 示 さ れ た 1 3 Ø ) 本 研 究 に お い て ， エ プ セ レ ン は塩 酸 お よ び塩 酸
ー エ タ ノ ー ル 惹 起 ラ ッ ト 胃 粘 膜損 傷 お よ び エ タ ノ ー ル 惹 起 マ ウ ス 胃 粘 膜 損 傷 を 顕
著 に 抑 制 し ， ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ョ ン 作 用 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た . 一 方 ，
低濃 度 の エ タ ノ ー ル ま た は塩 酸 な ど の 弱 い刺激 物 は 強 力 な 起 炎 物 質 に よ る 胃 粘 膜
損 傷 に 対 し て ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ョ ン 作 用 を 示 し 1 6 . 1 8 2 1， こ の 作 用 は" アダ プ テ
イ プ ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ヨ ン " と 称さ れ て い る . ア ダ プ テ ィプ ガ ス ト ロ プ ロ テ ク
シ ョ ン は 内 因 性 の P G を 介 し た 作 用 で ， こ の 作 用 は イ ン ド メ タ シ ン 等 の サ イ ク ロ
オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻 害剤処 置 に よ り 消 失 す る . エ プ セ レ ン の ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ヨ
ン 作 用 は イ ン ド メ タ シ ン 前 処 置 ( 5 m g / kg ) に よ り 影 響 を 受 け な か っ た . 従 っ て ，
本 薬 の ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ョ ン 効 果 は ア ダ プ テ ィプ ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ョ ン 作 用
で は な く ， エ プ セ レ ン 自 体 の 薬 理 作 用 に 基 づ く 効 果 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た .
ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ョ ン 作 用 機 序 に つ い て幾 つ か の 説 が あ る 1 .5 7.6 8 . 70. 8 8
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1 ø 6 ・120 ) . BOyd ら11 ) は 胃 粘 膜組織 中 に は 高 濃 度 の還 元 型 グ ル タ チ オ ン が 存 在 し ，
そ れ が 過 酸 化 物やフ リ ー ラ ジ カ ル に よ る 組織障 害 抑制j に 密 接 に 関 係 し て い る と 報
告 し た . エ タ ノ ー ル の 経 口投 与 に よ り 胃 粘 膜 の 脂 質 過 酸 化レベ ル が 上 昇 し ， 反 対
に ス ルヒ ド リ ル 基 レベ ル が減少 し た 6 8 ， 7 ø・120 ) ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ヨ ン 作 用 を
発 揮 す る 1 6，1 6- ジ メ チ ル P GE 2 は 胃 粘 膜 脂 質 過 酸 化 を 予防 し た 6 9 ) 我 々 の マ ウ
ス の 実 験 に お い て も ， エ タ ノ ー ル は 胃 粘 膜 過 酸 化 脂 質レベ ル を 有 意 に 上 昇 さ せ た.
5ー リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ に よ り 産 生 さ れ る p L T 類 も ま た起 炎 性 物 質 に よ る 胃 粘 膜 損 傷
発 生 に 関 与 す るこ と が 知 ら れ て い る . P e s k a r ら 9 3) お よ び P e s k a r 911 ) は， ラ ッ
ト に お い て エ タ ノ ー ル の 胃 内 投 与 に よ り 胃 粘 膜 損 傷 の 発 生 に 比 例 し て 胃 粘 膜 か ら
L T CI1 が 遊 離 さ れ る こ と を 示 し た. 我 々 の マ ウ ス を 用 い た 実 験 で も ， エ タ ノ ー ル 処
置 に よ り 胃 体 部 粘 膜 か ら p L T 類 の 有 意 な 遊 離 増 加 が 観 察 さ れ た. こ れ ら の事 実 か
ら エ タ ノ ー ル 惹起 マ ウ ス 胃 粘 膜 損 傷 発 現 の少 な く と も 一 部 に 脂 質 過 酸 化 お よ び
p L T 類 が 関 与 す る 可 能 性 が 示 さ れ た . エプ セ レ ン の 酸 分 泊 抑 制 作 用 以 外 の 作 用 点
を f i g . 6 に 示 す.
以 上， エプ セ レ ン は 胃 液 分 泌 お よ び 胃 粘 膜 損 傷 抑 制 作 用 を 有 す るこ と が 明 ら か
と な っ た.
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Fig. 6. Formation of hydroperoxides and their breakdown produced by 
leukocytes and sites of action of glutathione peroxidase (GSH-Px) and 
ebselen proposed by Parnham and Graf (reference 91) . 
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第 二部
エプ セ レ ン のプ タ H + ， K +- AT P a s e 阻 害 作 用 機 序 の 検 討
1. 序
エ プ セ レ ン の i n v i t r o に お け る 胃 酸 分 泌 抑 制 作 用 は 近 年 B e i l ら7) に よ り 確
認 さ れ， エプ セ レ ン が 胃 酸 分 必 の 最終段階 に 働 く H + • K + - A T P as e 2 4 ， 1 ø 3 ， 1 ø 4 ・ 1 1 6 ) 
の ス ルヒ ド リ ル 基 に 作 用 し ， 壁 細 胞 の 酸 分 泌 冗進反応 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か に
さ れ た . H +  ， K + - A T P a s e は触媒 サプユ ニ ッ ト の 分 子 量 が 約 1 0 万 の 能 動輸送 タ ン パ
ク 1 ø 3 ， 1 1 2 ) で ， N a +  ， K + -A TP a s e や C a2 + - A T P a s e な ど の カ チ オ ン輸送 性 A T P a s e
と 同 様 に 酵素 反応 サ イ ク ル の 中 で リ ン 酸 化 中 間 体 を 形 成 す る の で P 型 A TP a s e と
称さ れ る 1 1 6・ 1 1 7 ， 1 34 ， 1 35 ) こ れ ま で に ， 種 々 の 作 用 機 作 に 基 づ く H + ， K + - A T P a s e  
阻 害剤が 報 告 さ れ て お り ， ペ ン ズ イ ミダゾ ー ル 誘 導 体 オ メ プ ラ ゾ ー ル は 酵素 の ス
ルヒ ド リ ル 基 に 作 用 し て 酵素 を 失 活 さ せ る 1 9 ・ 5 4・ 7 1・72・ 7 4) イ ミダゾ [ 1 ， 2 -α]
ピ リ ジ ン 誘 導 体 S CH 2 8 0 8 0 は 酵素 の r 高 親 和 部位 に 作 用 し て 阻 害 作 用 を 導 く 6・
1 2 ， 5 4・ 6 3 ， 1 ø 9 ) 一 方， パ ラ グ ア イ の 生 薬 ( S c o p a r i a du l c i s  L .  ) 2 8 ) の抽 出 成 分
で あ る ス コ パ ダ ル 酸 は 酵素 の 脱 リ ン 酸 化 は 阻 害 す る が， リ ン 酸 化 は 阻 害 し な い と
考 え ら れ て い る <1 ) ま た ， H + ， K +  - A T P a s e に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 H K4 0 0 1 は
酵素 の リ ン 酸 化 の み を 阻 害 す る と 報 告 さ れ て い る 3 ) 本章 で は エプ セ レ ン のr
K + - A T P a s e の K + - A T P a s e 活 性， リ ン 酸 化， K +  - pNP P as e 活 性 ( 脱 リ ン 酸 化 に 相 当
1 1 6 ) ) お よ び E l か ら E 2 K へ の コ ン フ ォ メ ー シ ヨ ン 変 化 37) に 対 す る 効 果 を 検討
し ， 本 薬 の H + ， K + - A T P a s e 阻 害 機 序 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た .
2. 実 験材料 お よ び 方 法
1 ) 実 験材料
ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ( D TT ) ， p - ニ ト ロ フ ェ ニ ル フ ォ ス フ ェ イ ト ( pN P P ) お よ び
フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ イ ト ( F I T C ) は 和 光 純 薬， A T P  ( ト リ ス 塩 ) は
S i gm a 社， [ γ_ 32 P] A T P は 第 一 化 学 薬品 ( 東 京 ) よ り 各々 購入 し た .
2 ) 胃 ペ シ ク ル の 調 製
H +  ， K + - AT P a s e を 含 むプ タ 胃 ペ シ ク ル は 以 前 の 報 告 3・ 1 27 ) に 従 っ て 調 製 し た .
即 ち ， プ タ 胃 粘 膜 を 2 5 0 mM ス ク ロ ー ス お よ び 1 m M  E:GTA を 含 む ト リ ス 一塩 酸 緩
衝 液 ( p H 7 . 4 ; ス ク ロ ー ス 緩 衝 液 ) 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し ， ホ モ ジ ネ イ ト を
2 0 ， 0 0 0  x g で 3 0 分 間 遠 心 後 ( 4 0C ) ， 上 清 を さ ら に 7 8 ， 0 0 0 x g で 3 0 分 間 遠 心
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し た ( 4 0C ) . 沈澱 を ス ク ロ ー ス 緩 衝 液 に 懸 濁 し ， F i c o l l の 非 連 続 密 度勾配 [ 7%
Fic o l l  ( w/v ) 含 有 ス ク ロ ー ス 緩 衝 液 上 に ス ク ロ ー ス 緩 衝 液 を 重層] に載 せ，
1 3 2， 0 0 0  x g で 60 分 間 遠 心 後 ( 4 0C ) ， 界 面 に 形 成 さ れ る タ ン パ ク バ ン ド を 回 収
し ， こ れ を 胃 ペ シ ク ル標品 と し た . 胃 ペ シ ク ル 標品 は ペ シ ク ル 膜 の塩 透 過 性 を 上
昇 さ せ る た め に凍結 乾 燥 し ， 使用 す る ま で - 8 0 0C で 保 存 し た . タ ン パ ク 濃 度 は
L o w r y ら の 方 法 5 5 ) に 従 っ て 測定 し た .
3 ) 胃 ペ シ ク ル と エプ セ レ ン の イ ン キ ユ ペ ー シ ョ ン
エ プ セ レ ン ( 0 . 01 � 3 μ M ) は 蛍光 プ ロ ー プ を 用 い る 実 験 で は エ タ ノ ー ル に 溶 解
し た が ， そ の 他 の 実 験 で はジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド ( DM S O ) に 溶 解 し て使用 し た .
以 下 記載 す る す べ て の 実 験 に お い て ， エプ セ レ ン は 胃 ペ シ ク ル と 3 70C で 1 0 分
間 ( 蛍光 プ ロ ープ を 用 い る 実 験 で は 3 分 間 ) プ レ イ ン キ ユ ベ イ ト し ， 続 い て 測定
を 胃 ペ シ ク ル お よ び エプ セ レ ン 共 存 下 で 実 施 し た . コ ン ト ロ ー ル 群 は 各 々 の 溶 媒
投与 群 と し た . エ プ セ レ ン の 酵 素 失 活 作 用 に 対 す る D T T ( 2  m M ) の 保護作 用 お よ
び 回 復 作 用 を 検討 す る 実 験 で は ， D T T を 各 々 エ プ セ レ ン 処 置 の 直 前 お よ び 1 0 分
後 に 添 加 し た . 結 果 は 溶 媒投 与 群 に 対 す る割 合 で 表 示 し ， 3 ま た は 4 の 異 な る 標
品 の 平 均 ±標 準 誤 差 ( S . E . M . ) を 示 し た .
4 )  K + -A T P a s e 活 性 の 測定
K + - A T P a s e 活 性 の 測定 は ， 1 5  m M  K C 1 の 存 在 ま た は 非 存 在 下 に お い て 5 μ g /m l
胃 ペ シ ク ル， 3 m M  M g C 1 2 ， 3 m M  A T P お よ び 4 0 m M ト リ ス 一塩 酸 ( p H 7 . 4 ) を 含
む 溶 液 で 行 な っ た . 1 0 分 間 の イ ン キ ユ ペ イ ト 後 ( 3 70C ) ， 氷 冷 5 % ト リ ク ロ ロ 酢
酸 ( T C A ) の 添 加 に よ り 反 応 を 停止 し た 1 4 Ø ) 反 応 溶 液 中 の 無 機 リ ン 酸 濃 度 は ，
F i s k e お よ び S u b b a r o w 法 2 2 ) に 従 っ て行 な っ た . K +  - A T P a s e 活 性 値 は 1 5 mM 
K C l の 存 在 と 非 存 在 下 の 活 性 値 の 差 か ら 算 出 し た .
5 )  H +  ， K + -A T P a s e の リ ン 酸 化 中 間 体 形 成 実 験
H +  ， K + - AT P a s e の リ ン 酸 化 中 間 体 形 成 は 以 前 の 報 告 3 ・ 1 1 3 ) に 準 じ て 行 な っ た .
実 験 は ， 1 0 μ g 胃 ペ シ ク ル ， 5 μ M  A T P ， 1 . 2 5 μ C i [ y�_ 3 2 P ] ATP ， 3 m M  M g C 1 2 お よ
び 4 0 m M ト リ ス 一塩 酸 ( pH 7 . 4 ) を 含 む 溶 液 (全 量�!O O μ 1 ) で 行 な っ た . 反 応
は A T P の 添 加 後 氷 上 で 1 0 秒 間 行 い ， 1 m 1 の 1 0 m M  N a H2 P 04 を 含 む 1 0% T CA 
( 反 応 停止溶 液 ) の 添 加 に よ り 停止 し た . 酵素 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 フ ィル タ ー
( 0 . 4 5 μ m ， ア ド パ ン テ ッ ク 東 洋 ， 東 京 ) 上 に 回 収 し ， 反 応停止溶液 で 3 回 洗 浄 後 ，
フ ィ ル タ ー の 放射活 性 を 液 体 シ ン チ レ イ シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測定 し た .
押t・14 
6) K + -pNPP a s e 活 性 の 測定
K + - pNP Pa s e 活 性 は 1 5 mM K C l の 存 在 ま た は 非 存 在 下 に お い て 5 μ g / m l 胃 ペ シ
ク ル ， 6 mM M g C 1 2 ， 6 mM pNP P お よ び 4 0 m M ト リ ス 一塩 酸 ( p H 7 . 4 ) を 含 む溶液
中 で 行 な っ た . 1 0 分 間 の イ ン キ ユ ペ イ ト 後 ( 3 70C ) ， 0 . 5  N NaO H の 添 加 に よ り 反
応 を 停止 し ， 反 応溶液 中 の p - ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 濃 度 を 41 0 nm の 吸 光 度 で 測定 し
た . K +  - pNP P a s e 活 性値 は 1 5 m M  K C l の 存 在 と 非 存 在 下 の 活 性値 の 差 よ り 算 出 し
た 3) 
7 )  H +  ， K + - A T P a s e の F I T C ラ ベ リ ン グ お よ び蛍光 強 度 測 定
胃 ベ シ ク ル ( 7 5 0 μ g /m l ) を 5 μ M F I TC お よ び 2 m M  E D T A を 含 む 1 0 0 m M ト リ
ス 一塩 酸 緩 衝 液 ( pH 9 . 2 ) 中 で 3 0 分 間 イ ン キ ユ ペ イ ト し ( 2 5 0C ) ， 非 結 合 F I T C
を 4 0 m M ト リ ス 一 塩 酸 ( p H 7 . 4 ) で 平衡化 し た S e p hade x G - 5 0 カ ラ ム で 取 り 除 い
た 3) . F I TC ラ ベ ル 胃 ベ シ ク ル を 4 0 m M ト リ ス 一塩 酸 緩 衝 液 ( p H 7 . 4 ) 中 で 3 分
間 イ ン キ ユ ベ イ ト 後 ( 3 7 0C ) ， 反 応溶液 に 5 m M  M g C h を 添 加 し ， 続 い て 印刷
K C l を 加 え た . F I T C の 蛍光 強 度 は 51 7 n m で 測定 し ( 励起 波 長 : 4 9 5  nm ) ， 
MgC 1 2 添 加 時 の 蛍光 強 度 に 対 す る割 合 で 表 示 し た .
3 . 実 験 結 果
1 )  K + - A T P a s e 活 性 に 対 す る 効 果
H +  ， K +  - AT P a s e の K + - A T Pa s e 活 性 に 対 す る エ プ セ レ ン の 効 果 を 検討 し た . 溶媒
処 置 群 は 1 2 0 ::t 4 . 3 μ m o l P i / m g / h の 活 性値 を 示 し ， エ プ セ レ ン は 濃 度 依 存 的 に
K + - A T P a s e 活 性 を 抑 制 し た ( 1 C 5 ø 二 0 . 0 6μ M ; F i g .  7 ) .  ま た ， D T T  ( 2  m M ) の 前 処
置 は エプ セ レ ン ( 0 .1 μ M ) に よ る 酵素 阻 害 を 完 全 に 抑 制 し ， 同 濃 度 の DT T の 後 処
置 は そ の 酵素 活 性 失 活 を ほぼ 完 全 に 回復さ せ た ( T a b l e 6) .  
2 )  H +  ， K + -A T P as e の リ ン 酸 化 中 間 体 形 成 に 対 す る 効 果
H +  ， K + - AT P a s e の リ ン 酸 化 中 間 体 形 成 に 対 す る エ プ セ レ ン の 効 果 を 検 討 し た . 溶
媒 添 加 群 は 2 0 0 ::t 3 2  pmo l E P / m g の値 を 示 し ， エプ セ レ ン は 濃 度 依存 的 に H + ， 
K + - A T P a s e の リ ン 酸 化 中 間 体 形 成 を 抑 制 し た ( I C 5ø =0 . 2 5 μ M ; F i g .  8 ) . エプ セ レ
ン ( 0 . 3 μ M ) の リ ン 酸 化 中 間 体 形 成 抑 制 は D T T ( 2  m M) の前処 置 に よ り ほ ぼ 完全
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reactivating effects of dithiothreitol (DTT) 
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μ mol 
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4.3 
Activity (% of control) Treatment 
29 :t 0 . 74 Ebselen 
99 :t 2 .4  Ebselen， pretreatment with DTT 
89 :t 3 .8  Ebselen， posttreatment with DTT 
and 10 min after (2 m M )  was added im m ediately p rior to (pretreatm ent) 
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Table 7. P rotective effect of dithiothreitol (DTT )  against inhibition b y  ebselen 
p-nitrophenylphosphatase 
intensity of FITC-labeled 
K+-dependent 
fluorescence 
phosphoenzym e  
(pNPPase) activity， and changes 




(% of control) 
Treatment 
38 :t 8 . 5  
41 :t 0 . 62 
1.00 :t 0 . 52 
0:t0 
94 :t 5 . 9  
Phosphoenzym e  formation 
Ebselen (0.3 μ M ) alone 
Ebselen (0 .3 μ M ) ，  p retreatment with DTT 
K+-pNPPase activity 
Ebselen ( 0 . 1 μ M ) alone 
Ebselen (0 . 1 μ M ) ，  pretreatment with DTT 
Changes in fluorescence intensity of FITC 
Ebselen (0 . 6 μ 日) alone 
Ebselen (0 .6 μ M ) ，  p retreatment with DTT 88 :t 6 . 0  
The (2 mM ) was added i皿mediately p rior 
vehicle-treate d  g roup served as controls. Values rE�present the m ean :t S . E.M . 
treatment. ebselen to DTT 
for 3 or 4 different p reparations . 
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3 )  K + -pN PP a s e 活 性 に 対 す る 効 果
に 対 す十一pNPP a s e 活 性 ( 酵素 反 応 の 脱 リ ン 酸 化 に 相 当 1 1 4 l ) のH + ， Kφ - AT P a s e  
7 8 =t 1 . 1 μ m o l  p- n i t r o ph e n o l /m g  溶 媒 処 置 群 はる エプ セ レ ン の 効 果 を 検討 し た .
K+-pNP P a s e 活 性
の 酵素 活 性 抑 制 は
エプ セ レ ン は 0 . 0 3 μ Hか ら 濃 度依 存 的 に/ h の 活 性 値 を 示 し ，
( 0 . 1 μ M ) エプ セ レ ン
の 前 処 置 に よ り 完 全 に 阻 害 さ れ た
F i g .  ( I C sø=0 . 0 9 μ M ;  を 抑 制 し た
( 2  m M ) DTT  ( T a b l e  7 ) .  
の 蛍光 強 度 変 化 に 対 す る 効 果H +  ， K+-A T Pa s e  ラ ベ ル4 )  F I T C  
の コ ン フォ メ ー シHφ ，K φ - A T P a s e  に よ るK C l の 蛍光 強度変 化 を 指標 と し ，F I T C 
を 測定す る と共 に こ の 変 化 に 対 す る エ プセ レ ン の 効果 を( E  1 → E 2K ) 37l ョン変化
F I T C 蛍光 強 度 を(1 5 mM ) 処 置 はK C l  ( 5  m M ) 添 加 に 続 くM g C 12 検討 し た .
へ の コ ン ブォ メ ー シ ョE 2 K からE l  のH+ ， K+ - AT P a s e  こ の 変 化 を1 0% 減少 さ せ，
0 . 3 μ Hから 濃 度 依 存 的 に こ の 変 化 を 抑 制 し たエ プ セ レ ン はン 変 化 と し た .
の コ ン フォ メ ー シ ョ ン 変 化 阻 害( 0 . 6 μ M ) エ プセ レ ンF i g .  ( I C sø=O . 3 3 μ M ; 
(T a b l e  7 ) . ( 2  m M ) 前 処 置 に よ り ほ ぼ 完全 に 抑 制 さ れ たは D TT
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hog gastric H+ ，K+ーATPase. Ebselen was preincubated with 
vesicles at 370C for 3 min. In vehicle alone， KCl addition (15 mM) decreased 
to 9-10% of total fluorescence intensity， expressed as 100%. Each point and 
訂ltensityfluorescence 1ll cha.nges on ebselen of Effect 
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10. Fig. 
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考察 と 総 括4. 
ま たは 胃 酸 分 必 の 最終段階 に 働 く 酵 素 で あ り ，Hφ ， K+ - A T P a s e 2 d • 1 日3 . 1 ø d • 1 1 6 ) 
そ の 酵素 機能 発現 に ス ル ヒ ド リ ル 基 が 密 接 に 関 与 し て い る こ と が示 さ れ て い る
ま た スい く つ か のセ レ ン 化 合 物 は ス ル ヒ ド リ ル 基 を 酸 化 し ，一 方 ，5 1. 9 8 .IØ8 ) 
セ レ ン 有 機 化 合 物 エ プ近 年，ル ヒ ド リ ル 基 に 結 合 す る こ と が 知 れ れ て い る 1 A 3 ) 
H+ ， K+ - A T P a s e の ス ル ヒ ド リ ル 基 に 作 用 し て 酵 素 活 性 を 失 活 さ せ る こ とセ レ ン が
が 報 告 さ れ た 7 } 
( I C 5ø= K+ - A T P a s e 活 性 を 濃 度 依 存 的 に 抑 制 しエ プセ レ ン は本実験 に お い て，
DTT の 前 お よ び 後 処 置 に よ り 消こ の 抑 制 作 用 は ス ル ヒ ド リ ル 基 保護剤0.06μM) ， 
酵 素 の 部
H+ ，K+ -A T P as e は 酵 素 反 応 サ イ ク ル の 中 で リ ン 酸
阻 害 機構 を 明 ら か に す る 目 的 で，H+ ， Kφ - AT P a s e 
分 反 応 に 対 す る 効 果 を 検 討 し た .
本薬 の次 に ，失 し た .
n/u nfu 
化 中 間 体 を 形 成 し ， K+ 非 存 在 下 に お い て 酸 耐性 の リ ン 酸 化 中 間 体 を 形 成 す る
1 1 6・11 7 ， 134 . 1 35) エ プ セ レ ン は H + ，K + - A T P a s e の リ ン 酸 化 中 間 体 形 成 を 阻 害 し
た の で ( I C 5 ø=0 . 2 5 μ M)， 酵素 の リ ン 酸化 ス テ ッ プ を 抑制 す る こ と が 示 唆 さ れ た .
H + ，K + - A T Pa s e の リ ン 酸 化 中 間 体 レ ベ ル はr の 添 加 に よ る 脱 リ ン 酸 化 に よ り 急 激
に 低 下 す る と 報 告 さ れ て い る 56， I 3 4 ・ 1 35) 今 回 の 実 験 で は エ プ セ レ ン が H + ，K + -
ATP a s e の リ ン 酸 化 中 間 体 形 成 を 抑 制 し た の で， K + に よ る 脱 リ ン 酸 化 過 程 へ の 本
薬 の 影 響 を 調べ る こ と が 出 来 な か っ た . 一方， K + - A TP a s e 活 性 お よ び K +-
pNP P a s e 活 性 が 同 一標品 か ら 精製 さ れ， ま た ， 各 々 の 酵 素 活 性 が い く つ か の カ チ
オ ン お よ び 阻 害剤 に 対 し て 同 様 の 感 受 性 を 示 す こ と か ら ， K +  - pNP Pa s e 活 性 は
H + ，K + - A T Pa s e の 脱 リ ン 酸 化 に 相当 す る と 考 え ら れ てい る 1 5 ， 1 1'1 3 . 1 1 6 ) 従っ て ，
本研 究で は H + ，K +- A T P a s e の K + - pNP P a s e 活 性 を 酵素反 応 の 脱 リ ン 酸 化 の 指標 と
し た . エ プ セ レ ン は K + - pNP P a s e 活 性 を 抑制 し た の で ( I C 50=0 .0 9 μ M)， 酵 素 の 脱
リ ン 酸 化 ス テ ッ プ を 阻 害 す る こ と が 明 ら か と な っ た . F'1 T C は H + ，K + -A T P a s e の
ATP 結 合 部位近傍 に 共 有 結 合 す る 蛍光 プ ロ ー プ で ( プ タ の 場 合 5 1 8 番 の リ ジ ン 残
基)， 酵素の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化 に 伴っ て そ の 蛍光 強 度 が 変 化 す る . ま た ，
t は F1T C の 蛍光 強 度 を 減 少 さ せ る . こ の 減 少 は 酵 素 の EI か ら E 2K へ の コ ン
ブオ メ ー シ ョ ン 変 化 に 対 応 す る 3 7 ) エ プ セ レ ン は こ の 変 化 を 抑 制 し た の で
( I C 5 0 こ0 . 3 3 μ M)， W ，K + -A T P a se の El か ら E 2K へ の コ ン フ ォ メ ー シ ヨ ン 変 化 を
阻 害 す る こ と が 示 さ れ た . エ プ セ レ ン の H + ，K + - A T P as e 各 部 分 反 応 阻 害 は すべ て
ほぽ完 全 に D TT の前処 置で抑 制 さ れ， こ れ ら の 阻 害 作 用 も ス ル ヒ ド リ ル 基が 関 与
し て い る こ と が 示 さ れ た . 我 々 の 実 験 成 績 か ら ， 本薬 の 各 酵 素 反 応 に 対 す る 抑 制
の 順序 は 以 下 の よ う に な っ た . K+ - pNP P as e  ( I C 5 ø=0 .0 9 μ M) > リ ン 酸 化 中 間 体 形
成 ( I C 50=0 .2 5 μ M)と コ ン ブオ メ ー シ ョ ン 変 化 ( E 1 →lE2K ;  1C 5 ø =0 . 3 3 μ M) . こ れ
ら の 結 果 か ら ， エ プ セ レ ン は 主 に 酵素 の 脱 リ ン 酸 化 ス テ ッ プ を 抑 制 し て 酵素 を 阻
害 す る こ と が 明 ら か と な っ た ( Fig . 1 1). し か し な が ら ， そ の 阻 害 特 異 性 は ス コ
パダ ル 酸 ( 脱 リ ン 酸 化 の み を 抑制 ) 2 B ) お よ び HK 4001 ( リ ン 酸 化 の み を 抑制)3)
に は 及ば な か っ た .
エ プ セ レ ン は 生 体 内 酸 性 化 領域 ( 例 え ば 胃 腺 の 管 腔) で構造変 化 を 受 け な い が ，
容易 に ペプタ イ ド やタ ン パ ク の ス ル ヒ ド リ ル 基 と 反 応 す る 2 0 ・2 1 ) 即 ち ， 化 学構
造 中 の イ ソセ レ ナゾ ロ ン 環が還 元 作 用 に よ り 開 環 し ， セ レ ノ ー ス ル フ ィ ド が 形 成
さ れ る ( Fig . 1 2)2 0 ， 2 1 1. エ プ セ レ ン は ペ シ ク ル 内 に r が蓄積 さ れ な い リ ー キ
イ 胃 ペ シ ク ル を 用 い た 実 験 ( p H 7 . 4) でt 依 存 性 A T P a s e 活 性 を 抑 制 し ， こ の
抑制 は D TT で阻 害 さ れ た . 以 上 の 成 績 か ら ， エ プ セ レ ン は 中 性 pH で H+ ，K + -
A TP a s e の ス ル ヒ ド リ ル基 に 反 応 す る こ と が 示 さ れ た . オ メ プラ ゾ ー ル は 生 体 内 の
酸 性 化 領域 でプロ ト ン 化 さ れ ， 活 性 体 の ス ル フ ェ ナミ ド に 変 化 後 ， H + ， K +  -A T P as e 
丹、uqJU 







Fig. 11 .  Proposed inhibition points of ebselen (*) in the reaction cycles of 
H+，K→-ATPase. Proton was omitted in the reaction cycle for simplicity. 
00-0 
)�YCle�( 
Fig. 12 .  The reduction and oxidation of ebselen proposed by Fischer and 
Dereu (reference 20) . 
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の シ ス テ イ ン 残基 を 修飾 す る 1 9・ 5 4 ・ 7 1・72 ・ 7 4 ) こ の 薬剤 は H + ，K + -A T P a s e の リ ン
酸 化 中 間 体 形 成 を 抑 制 す る が， 脱 リ ン 酸 化 過 程 を 抑 制 し な い . ま た ， オ メ プ ラ
ゾ ー ル が 結 合 す る と 酵素の コ ン ブオ メ ー シ ヨ ン はし 状 態 に 安 定 化 さ れ る 74 ) ・ 従
っ て ， エ プ セ レ ン の H + ，K + - A T P a s e 抑 制 作 用 は オ メ プ ラ ゾ ー ル と か な り 異 な っ て
い た .
以 上， エ プ セ レ ン は H + ，K + - A T P a s e の 部 分 反 応で あ る 脱 リ ン 酸 化 過 程 を 主 に 抑
制 し て 酵 素 を 阻 害 す る こ と が 明 ら か と な っ た .
phU 9u 
第 三 部
オ ン コ ジ ー ン 導 入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞
株 ( G S M0 6 お よ び G S M I0) の 樹 立 お よ び G S M0 6 細 胞 の エ タ ノ ー ル
障 害 に 対 す る エ プ セ レ ン の 効 果
1. 序
胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 は 糖 タ ン パ ク 質， P G 類， 重 曹 等 の防 御 因 子 を 産 生 し ， 胃 酸
やペ プ シ ン 等 の 攻撃 因 子 か ら 胃 粘 膜 を 保護 し て い る 9・ 4 :3・ 58 ， 6 5・ 6 6 ) . In vit r o の
胃 粘 膜 細 胞 培 養 系 は 細 胞 機 能 の 解 析 に 有 用 な モ デ ル と な り う る . し か し ， 特 異 的
機 能 を 保 持 し た 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 お よ び そ の 他 の 胃 粘 膜 細 胞 の 細 胞 株 樹 立 の 報
告 は未 だ な い . 正 常 胃 粘 膜 細 胞 の 初 代 培 養 は 種 々 報 告 さ れ て い る 1 0 . 58. 6 4・8 5. 
8 6・1 3 1・1 3 2) し か し ， こ れ ら の 培 養 系 は 数 種 類 の 細 胞で構成 さ れ た 混 合 培 養 系で
あ り ， そ れ ら の 細 胞 の 増殖性 お よ び 特 異 的 機 能 は 数 週 間 も 維 持 さ れ な い . 一 方，
胃 癌 組織 等 か ら 増 殖能 を 持 つ 癌 化 細 胞 株 は 多 数 確 立 さ れ て い る が， 正 常 細 胞 と 同
等 の 機 能 を 有 す る と は 考 え ら れ な い 5， 3 2， 3 4 ， 4 9 ，7 5.87)
近 年， 特 異 的 機 能 を 保 持 し た 不 死 化 細 胞 株 樹 立 の た め に S V40 l a r g e  T 抗原 遺
伝 子 が 用 い ら れ て い る 6Ø ， 9 2，1 3 9 ) さ ら に ， 温 度 感 受 性 突 然 変 異 株 t s S V 40
l ar g e  T 抗 原 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て ， 種 々 の 細 胞
株 樹 立 が 報 告 さ れ て い る . 以前， Y an ai ら 1 4 1 ， 1 4 2 ) は p S V t sA 5 8 導 入 ト ラ ン ス ジ
エニ ッ ク マ ウ ス か ら 肝 お よ び 腎 の 細 胞 株 を 確 立 し た . ま た ， H -2Kb_t sA 5 8 導 入 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て ， W hit e h e ad ら 1 38 ) は 小 腸 お よ び 大 腸 の 細 胞 株
を ， C h am be r s ら 1 4 ) は 破 骨 細 胞 の 細 胞 株 を 樹 立 し た . 本 研 究で は， 生 理 学 的 お よ
び薬理学 的 研 究 に 有 用 な 胃 粘 膜 上 皮 の in vit r o モ デ ル を 確 立 す る 目 的で実 験 を
行 い ， p S Vt s A 5 8 導 入 ト ラ ン ス ジ エ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 正 常 機 能 を 保 持 し た 2 種 類
( GS M0 6 お よ び G S M I0) の 不 死 化 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 株 の 樹 立 に 成 功 し た . さ ら に ，
エ プ セ レ ン の 胃 粘 膜 損 傷 抑 制 作 用 機 序 を 明 ら か に す る 目 的で， G S M0 6 細 胞 の エ タ
ノ ー ル 障 害 に 対 す る 本 薬 の 効 果 を 検 討 し た .
2. 実 験材料 お よ び 方 法
1 ) 実 験材料
プ ロ ナ ー ゼ E は 科 研 製 薬 (東京 )， ディ ス パ ー ゼ は 日 本 ペ ク ト ン ・ デ ッ キ ンソ
ン 社 (東京 )， ト リ プ シ ン は Dif c o 社 ( An n A r bo r ，  M I ， U S A)， D ME / F 1 2 培 地， ペ
ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン は Gib c o 社 ( G ran d I s l and ， N Y ， U S A)， ア ン
nhu n/“ 
ホ テ リ シ ン B ， コ ン カ ナ パ リ ン A ( C o n  A)， I T E S  ( 2  rn g / L イ ン シ ュ リ ン ， 2 mg/  
L ト ラ ン ス フ ェ リ ン ， 0 . 1 2 2 m g / L エ タ ノ ー ル アミ ン お よ び 9 . 1 4 μ g / L 亜 セ レ ン
酸 ナ ト リ ウ ム)， 6 ー カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ ト キ シ メ チ ル エ ス テ ル
( BC E C F - A M) お よ び マ ウ ス 上 皮 成 長 因 子 ( E G F) は 和 光 純薬 か ら 各 々 購 入 し た .
SV40 l a r ge  T 抗 原 遺 伝 子 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ( A b - 1) は O n c o g e n e
S cie n c e 社 ( U nio nda l e ，NY ， U S A)， コ ラ ー ゲ ン タ イ プ W はNit t a G e l atin 社
( 大 阪)， F I T C ラ ベ ル ヤ ギ 抗 マ ウ ス I g G は C a p pe l 社 ( Du r h am ，NC ， U S A)， ホ ー
ス ラ ディ シ ユ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ( H RP) は 東 洋 紡 ( 大 阪) よ り 各 々 得 た . C H O -K 1  
細 胞 は 大 日 本 製薬 ( 大 阪) よ り 入 手 し た . 胎 児 牛 血 清 ( F B S ， Gib c o 社) は 使 用 前
に 不 活 化 し た ( 5 6 0C ， 30 m i n) . 胃 H + . K +  - A T P a s e に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
HK 400 P ， 1 2 3 ， 1 2 8 ) は 竹 口 教 授 ( 富 山 医 科薬 科 大 学， 薬 学 部， 富 山) よ り 恵 与 さ れ
た .
2 ) 温 度 感 受 性 S V 40 l ar g e  T 抗 原 遺 伝 子 導 入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製
オ ン コ ジ ー ン 導 入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は t s S V 40 l a rg e  T 抗 原 遺 伝 子
DNA ( p S V t s A 5 8) の B amH I DNA フ ラ グ メ ン ト を C 5 7 B L / 6 マ ウ ス ( 日 本 チ ヤ ー ル ス
リ バ ー ) の 受精卵 の 前核 に 注 入 し て 作 製 し た 1 1 9 ， 1 4 1 ) 得 ら れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス は 生 後 約 4 週 間 は 正 常 に 発 育 す る が， そ の 後 四 肢 の 麻 薄 お よ び 水 頭 症
等 を 発 症 し ， そ れ ら が 原 因 で お よ そ 1 2 週 齢 で 死 亡 す る 1 1 9 ) 本 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス の 系 を 維 持 す る た め に ， 雄 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 精子 を 採
取 し ， ワ イ ル ド タ イ プ の マ ウ ス 卵 子 と 体 外 受精 を 行 なっ た . ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス は ， 約 4 週 間 後， 発 病 に 基づ く 行 動 低 下 で 確 認 し た .
3 ) 胃 休 部 粘 膜 細 胞 の 単 離
マ ウ ス 胃 休 部 粘 膜 細 胞 の 単 離 は S c h e pp ら 1 ø 7 ) が 以 前 ラ ッ ト で行 な っ た 方 法 を
改 良 し て 実 施 し た . 即 ち ， ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ( 8 '" 1 2 週 齢) を エ ー テ ル
麻 酔 下 に 頚 椎 脱 臼 致 死 さ せ ， 胃 を 摘 出 後， 胃 内 を 生 理食 塩 水 で 洗 浄 し た . 胃 よ り
幽 門 部 を 切 除 し ， 胃 の 内 側 が 外 側 に 向 く よ う に 反 転 後， そ の 内 側 に 約 0 . 5 m l の
溶 液 A [0 . 5  mM NaH 2 P 0 4 ， 1 m M  Na2 H P 0 4 ， 20 m M  Na HC 0 3 ， 70 mM  Na C l ， 5 m M  
K C l ，  1 1  mM g l u c o s e ， 2 m M  Na 2 E D T A ， 20 m M  B S A and 50 m M  H e p e s -NaO H  ( p H 
7 . 4) ] を 注 入 し ， 反 転 胃 を 作 製 し た . 反 転 胃 を 溶 液 A 中 で 30 分 間混 合 ガ ス
( 9 5 %  0 2 - 5 % C 0 2 ) 通 気 下 に 霊 湯 培 養 し ( 3 7 0C)， 溶 液 を 交 換 し て 再 度 同 じ 操 作 を 行
な っ た . 次 に ， 0 . 2 % プ ロ ナ ー ゼ を 含 む 溶 液 B ( 溶 液 A のNa2 E D TA の 代 わ り に
1 m M  C a C h お よ び 1 . 5 m M  M g C h を 添 加 し た) 中 で 1 5 分 間混 合 ガ ス 通 気 下 に 塗
湯 培 養 し ( 3 7 0C)， 溶 液 を 交 換 し て こ の 操 作 を 更 に 2 回 繰 り 返 し た . 単 離 細 胞 を
nl n，白
溶 液 C ( BS A 濃 度 を 1 m g  /m 1 に す る 以 外 は 溶 液 A と 同 じ 組 成) で 3 回 洗 浄 し
( 50 x g ，  5 min )， 消 化 酵 素 を 取 り 除 い た . 5 匹 の マ ウ ス か ら 10 7 個 以 上 の 胃 粘
膜 細 胞 が 得 ら れ， そ の 細 胞 分 画 の 生 存 率 は 90 % 以 上 で あ っ た ( ト リ パ ン ブ ル ー 排
除 試 験). 
4) 細 胞 培 養 お よ び 細 胞 株 の 樹 立
単 離 胃 粘 膜 細 胞 を 2% F B S ， 1 %  I TE S ， 10 n g / m l  E GF ，  100 un it s / m l ペ ニ シ リ ン ，
100 μ g / m l ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び 25 μ g / m l ア ン ホ テ リ シ ン B 含 有
DME / F 12 培 地 に 懸 濁 し ， コ ラ ー ゲ ン 処 理 ディ シ ュ ( C o rn in g 社 ，NY ， U S A) に 蒔 き ，
加 湿 5 % 炭 酸 ガ ス 培 養 器 中 で 2 4 時 間 培 養 し ( 3 7  OC)， そ の 後， 温 度 を 3 3 oC に
下 げ て 同 様 の 条 件 下 で 培 養 し た . 細 胞 が 増殖 し て コ ン フ ル エ ン ト に な っ た と き ，
細 胞 を 0 .2 5 % ト リ プ シ ン お よ び 0 .02%Na2 E D T A を 含 む 0 . 1 M リ ン 酸 緩 衝 生 理 食
塩 液 ( ト リ プ シ ン ー E DT A) 処 置 ( 3 7 0C ) で 継 代 し た . 培 養 細 胞 中 に混 在 し た 繊 維 芽
細 胞 を 除 去 す る た め に ， ディ ス パ ー ゼ (25 U / m l) を 24 時 間 培 地 中 に 添 加 し た
5 8 ) 次 に ， 繊 維 芽 細 胞 を 取 り 除 い た 細 胞 を コ ロ ニ ー 形 成 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ し
た 96) 即 ち ， 40 個 の 細 胞 を 直 径 6 c m の ディ シ ユ で 培 養 し ， 1 個 の 細 胞 か ら 増
殖 し た コ ロ ニ ー を ス テ ン レ ス 製 の シ リ ン ダ ー ( 長 さ : 10 rn m ， 内 径 : 6 m m) を 用 い
て 分 離 し た . こ の ク ロ ー ニ ン グ を 2 回行 い ， 細 胞 株 を 樹 立 し た . 樹 立 細 胞 は ，
10 % F B S ， 1 %  I T E S お よ び 10 n g / m l E G F 含 有 DM E / F 12 培 地 に 懸 濁 し ， 加 湿 5 %
炭 酸 ガ ス 培 養 器 中 で 培 養 し た ( 3 3 ， 3 7 ま た は 3 9 0C). 糖 タ ン パ ク 質 の 染 色， ペプ
シ ン 活 性 お よ び H + ，K + -A T Pa s e 検 出 実 験 で は ， 細 胞 を コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で
上 記 培 地 中 で 培 養 し ( 3 3 0C)， そ し て さ ら に 3 9 0C で 3 日 間 培 養 し た .
5 ) 細 胞 増殖実 験
細 胞 ( 4 X 10 d 個) を コ ラ ー ゲ ン ジ ェ ン 処 理 直 径 6 c rn の ディ シ ュ に 蒔 き ， ト
リ プ シ ン ーE D T A 処 置 で 細 胞 を 回収 し ， 細 胞 数 を 血 球 計 算 盤 で 測 定 し た .
6 ) 糖 タ ン パ ク 質 の 組織化 学
胃 休 部 粘 膜 に は 土 皮 粘 液 細 胞 お よ び 副 細 胞 の 2 種 類 の 糖 タ ン パ ク 質 産 生 細 胞 が
存在 す る 11 2 ) 我 々 は 3 種 類 の 異 な る 糖 タ ン パ ク 質 染 色 法 を 用 い た . P A S お よ び
I 型 C on A - HRP 染 色 は 上 皮 粘 液 細 胞 お よ び 副 細 胞 が 産 生 す る 糖 タ ン パ ク 質 を 認 識
す る d 2 ) 一方， m 型 C on - H R P 法 は 副 細 胞 産 生 糖 タ ン パ ク 質 の み を 染 色 す る d 2 ) 
評 価 に 先 立 ち ， 同 系統 の 正 常 マ ウ ス 胃 粘 膜 組 織 で こ れ ら 3 種 類 の 染 色 法 の 特 異 性
を 確 認 し た . PA S 染 色 に お い て ， 細 胞 を 1 - チ ャ ン パ ー ス ラ イ ド グ ラ ス (Nun c
社 ，Nap e rvil l e ，  D en m a r k) で 培 養 し ， 10 % ホ ル マ リ ン で 3 時 間 固 定 後 ( 4 0C ) ， 
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常 法 に 従 っ て P A S 染 色 し た 61 ) . C on A -H R P 染 色 は 以前 の 方 法 <1 2 ) に 従っ て 実 施
し た . 即 ち ， 細 胞 を 1- チ ャ ン パ ー ス ラ イ ド グ ラ ス で培 養 し ， カ ル ノ イ 液 ( エ タ
ノ ー ル : ク ロ ロ フ ォ ル ム : 酢 酸=6 : 3 : 1) で一 晩 固 定 し た ( 40C). 1 型 C on A- H R P 法
に お い て ， 固 定 さ れ た 細 胞 を 上 水 道 水 で 3 回洗 浄 し ， 0 . 1 % Con A 液 [ 0 . 1 M リ
ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 ( PB S) に 溶 解 ] で 3 0 分 間 イ ン キ ユ ペ イ ト し た ( 2 5 OC ) . 次
に ， 細 胞 を P B S で洗 浄 し ， P B S に 溶 解 し た 0 . 0 0 0 5 % H R P で 3 0 分 間 イ ン キ ユ ペ
イ ト し た ( 2 5 OC). P B  S で 3 回洗 浄 後， 細 胞 を 0 . 0 3 % 3 ， 3 '  -diamin o b en zidin e 
t et r ah ydro c h l o ride お よ び 0 . 0 1 5 % 過 酸 化 水 素 を 含 む 5 0 m M  T ris 一 塩 酸 緩 衝 液
( pH 7 . 4) で 2 分 間 処 理 し ( 2 5 0C)， 上 水 道 水で洗 浄 し た . 皿 型 Con A - H RP 法 に
お い て ， 固 定 さ れ た 細 胞 を 1 % 過 ヨ ウ 素 酸で 6 0 分 間 酸 化 し ( 2 5  OC)， 上 水 道 水で
洗 浄 後， 1 %  N a2 H P 0 4 に 溶 解 し た 0 . 2 % 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム で還元 し ( 2 5 0C ， 
2 m i n )， 引 き 続 い て I 型 Con A - H R P 染 色 と 同 様 の 操 作 を 行 な っ た .
7) ペプ シ ン 活 性 の 測 定
細 胞 ( 1 X 1 07 個) を 3 m l の P B S に 懸 濁 し ， W a rin g 型 プ レ ン ダ ー
( Ph y s c o t ron ， 日 音 医 理 科 器 械 製 作 所， 千 葉) で 1 分 間 ホ モ ジ ナ イ ズ し た . 細 胞
ホ モ ジ ネ イ ト の ペプ シ ン 活 性 は An s on ら 2 ) の 方 法 に 準 じ て 測 定 し た .
8) 胃 H + ，K + - AT P a s e の 免 疫 組織化 学
細 胞 を ト チ ャ ン パ ー ス ラ イ ド グ ラ ス で培 養 し ， エ タ ノ ー ルで 1 5 秒 間 固 定 後
( 2 5  oC ) ， 胃 H+ ，K + -A T P as e に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 HK 4 0 0 1 を 用 い て 免 疫 染
色 し た 1 28 ) 
9) l a r g e  T 抗原 の 免 疫組織化 学
細 胞 を ト チ ャ ン パ ー ス ラ イ ド グ ラ ス で 3 日 間 培 養 し ( 3 3 ま た は 3 9 0C)， 酸 性
化 エ タ ノ ー ル 溶 液 ( エ タ ノ ー ル : 酢 酸= 9 5 : 5) で 2 0 分 間 固 定 後 ( - 2 O OC ) ， 1 % B S A 
含 有 P B S と 室 温で 6 0 分 間 イ ン キ ユ ペ イ ト し た . P B S  ( 1 混 B SA 含 有) に 溶 解 し た
抗 l a r g e T 抗原 抗体 ( 0 . 2 μ g / m l) と 細 胞 を 2 4 時 間 イ ン キ ユ ベ イ ト し た ( 4 0C). 
さ ら に ， 1 %  B SA 含 有 PB S に 溶 解 し た F I T C ラ ベ ル 抗体 ( 1 0 μ g / m l ) と 細 胞 を
2 4 時 間 イ ン キ ユ ベ イ ト し た ( 4 0C). 各 操 作 の 閲で 細 胞 を P B S で 5 回洗 浄 し た .
F I T C の 蛍光 は蛍光 顕 微 鏡 ( B H -2 ， オ リ ン パ ス ， 東京 ) で 観 察 し た .
1 0 )  G S M 0 6 細 胞 の 培 養 条 件
G S M 0 6 細 胞 ( 1 . 6 X 1 0 5 c e l l s / c m 2) は， 特 に 示 さ な い 限 り ， 1 % 1 T E S ，  1 0  n g  /
m l  E GF お よ び 1 0 % F B S 添 加 D aig o ' s T 培 地 に 懸 濁 し ， 加 湿 5 % 炭 酸 ガ ス 培 養 器
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中 コ ラ ー ジ エ ン 処 置 容 器 で 1 ， 3 ま た は 9 日 間 培 養 し た ( 3 30C). 培 地 は 1 日 お
き に 交 換 し た . 軟 寒 天 培 地 に お け る 細 胞 培 養 の 場合， G S M O  6 ま た は C H O -K 1 細 胞
( 5  X 1 0 5 c e l l s / c m 3 ) を 軟 寒 天 培 地 ( 0 .3 % ag a r ，  1 %  I T E S ， 1 0  n g/ m l E GF お よ び
1 0% F B S を 含 む D ME / F 1 2 培 地) に 懸 濁 し ， 軟 寒 天 培 地 の 寒 天 温 度 を 0 .5 % に し た
半 固 形 フ ィー ダ 一 層 上 に 蒔 き ， 加 湿 5 % 炭 酸 ガ ス 培 養 器 中 で 各 々 3 3 ま た は 3 7 0C
で 培 養 し た . 3 週 間 後， コ ロ ニ ー 数 を 顕 微 鏡 下 に 測 定 し た .
1 1  ) 染 色 体 数 の 計 測
G S M 0 6 細 胞 ( 1 . 6 X 1 0 5 c e l l s / c m 2) を 1 % I TE S ，  1 0  n g /m l E GF お よ び 1 0 %
F B S を 含 む D ME / F 1 2 培 地 に 懸 濁 し ， コ ラ ー ゲ ン 処 置 2 5 c m 2 デ イ シ ユ 中 で 2 日
間 培 養 し た ( 3 3 0C). 正 常 マ ウ ス ( C 5 7 B L / 6) お よ び オ ン コ ジ ー ン 導 入 ト ラ ン ス ジ
エ ニ ツ ク マ ウ ス 1 1 9 ・ 1 4 1 ) 由 来 の 胃 粘 膜 初 代 培 養 細 胞 は 上 記 の 方 法 に 従っ て 調 製 し
た . 単 離 細 胞 ( 1 . 6 X 1 0 5 c e l l s / c m 2) を 1 % I TE S ，  1 0  n g / m l E G F ，  1 0 % F B S 
1 0 0 un it s / m l ペ ニ シ リ ン ， 1 0 0 μ g /m l ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び 2 5 μ g /m l ア ン
ホ テ リ シ ン B を 含 む DM E /F  1 2 培 地 に 懸 濁 し ， コ ラ ー ゲ ン 処 置 デ イ シ ユ 中 で 2 日
間 培 養 し た ( 3 3 0C ; 正 常 マ ウ ス の 細 胞 の 場 合 は 3 7 0C). そ の 後， 細 胞 を 風 乾 し ，
ギ ム ザ 染 色 ( Me r c k 社 ， D arm s t adt ， G e rm an y) 後， 染 色 体 数 を 顕 微 鏡 下 に 測 定 し
た .
1 2) G S M 0 6 細 胞 の 形 態 学 的 観 察
走 査 ま た は 透 過 電 子 顕 微 鏡 を 用 い た 微 視 的 観 察 に お い て ， G S M 0 6 細 胞 を 各 々 コ
ラ ー ゲ ン 処 置 走 査 電 子 顕 微 鏡 用 グ ラ ス プ レ ー ト ( 直 径 : 1 :� m m ， Nis s hin 聞 社，
東 京 ) ま た は 2- チ ャ ン パ ー ス ラ イ ド グ ラ ス ( N un c 社) で 培 養 し た . 細 胞 を PB S
に 溶 解 し た 2 .5 % グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 固 定 後 ( 4 oC ， 2 h)， P B S で 3 回洗 浄 し
( 40C )， 1 % オ スミ ウ ム 酸 で 3 0 分 間 処 置 し た ( 40C). 各 々 の サ ンプル は 走 査 電 子
顕 微 鏡 ( S- 2 4 6 0 N ， 目 立， 東京 ; 加 速 電 圧 : 2 0  kV) ま た は 透 過 電 子 顕 微 鏡 ( H-
8 0 0 ， 目 立 ; 加 速 電 圧 : 7 5  k V) で 観 察 し た . 細 胞 の P A S 染 色 は， 上 記 方 法 に 従っ
て 実 施 し た .
1 3) G S M 0 6 細 胞 の 上 皮 膜 電 気 抵抗の 測 定
G S M 0 6 細 胞 を 6 穴 培 養プ レ ー ト ( F A L C O N R ， B e c t on Dic kin s on 社 ， Lin c o ln 
P ar k ，  N J ， U S A) 中 コ ラ ー ゲ ン タ イ プW 処 置 細 胞 培 養 イ ン サ ー ト ( C y c l o p o r e R
m em b r an e ， 直 径 : 2 5  m m ， ポ ア サ イ ズ : 3 . 0 μ 田 ， F A L CO N R ; Fig . 1 3) で 培 養 し た .
種 々 の 培 養 期 間 後， イ ンサ ー ト を Daig o ' s T 培 地 で 1 回 洗 浄 し ， 6 穴 培 養プ
レ ー ト に 装 着 後， 基 底 外 側 ( イ ン サ ー ト の 外 側) に 2 皿 1 lD aig o '  s T 培 地 お よ び
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l a p i c a l  c h amb e r l  
m c m b r a n c  
f i l t c r  p l l l s  
c o l l a Q c l 1 
Fig . 13 . Schem atic illustration of culture of GSM 06 cells in cell-culture­
insert. 
管 腔 側 ( イ ン サ ー ト の 内 側 ) に 1 m l の 同 培 地 を 添 加 し た . 基底 外 側 お よ び 管 腔
側 の 聞 の 上 皮 膜 電 気 抵 抗は Mil lic e l l 電 気 抵抗シ ス テ ム ( Mil lipo r e 社 ，
B edf o rd， M A ， U S A ) を 用 い て 測 定 し た .
1 4 )  G S M 0 6 細 胞 の P G E 2 お よ び 6 - ke t o P G F l a の 測 定
細 胞 を 2 5 cm 2 ボ ト ル で 培 養 後， D aigo ' s T 培 地 で 2 回 洗 浄 し た . 細 胞 を
D aig o '  s T 培 地 中 で 漫 湯 培 養 後 ( 3 70C ， 3 0 m i n )  ， 遠 心 ( 7 ， 0 0 0 x g ，  3 min ) に よ
り 上 清 を 回収 し た . 上 清 中 の P G E 2 お よ び 6 - k et o - PG F l ël は 各 々 P G E 2 お よ び
6 - k e t o - P GF l a E I A キ ッ ト ( C ay m a n C h e mic a l 社 ， A nn A rb o r ，  M I ， U SA ) で 測 定 し
た . P G E 2 キ ッ ト は 6 - ke t o - P G F l a と く 0 . 0 1% ， 6 - k e t o - P G F l a キ ッ ト は PGE 2 と
0 .92% の 交 差 反 応 性 を 示 す.
1 5 )  G S M 0 6 細 胞 の エ タ ノ ー ル 障 害 の 潤 定 お よ び エ タ ノ ー ル 細 胞 障 害， 過 酸 化 脂 質
量 ま た は p L T レ ベ ル に 対 す る エ プ セ レ ン の 作 用
エ タ ノ ー ル に よ る 細 胞 障 害 性 は 蛍光 色 素 2' ， 7 ' - bis ( c a r b o xy e t hy l ) c a rb o x y-
f l u o r e s c ein ( B C E C F ) を 用 い て 行 な っ た A A . 1 1 8) 細 胞 内 に BC E C F を 取 り 込 ま せ
る た め に ， 細 胞 膜 透 過 能 を 有 す る BC E C F - A M ( 非 蛍光 物 質 ) を 用 い た . B C E C F - AM 
は 細 胞 内 で 酵 素 に よ り B C E C F ( 非 透 過 性蛍光 物 質 ) に 加 水 分 解 さ れ る . G SM O  6 細
胞 は コ ラ ー ゲ ン 処 置 9 6 穴 培 養 プ レ ー ト ( C o r nin g ) で 培 養 し ， D aig o '  s T 培 地 で
1 回 洗 浄 後 ， 1 0 μ M  B C E C F - A M を 含 む D aig o ' s T 培 地 で 4 0 分 間 培 養 し た
( 3  7 0C ) . ラ ベ ル さ れ た 細 胞 を D aig o ' s T 培 地 で 3 図 洗 浄 し ， 7 . 5 "'-' 1 7 . 5 % エ タ
1i qd 
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ノ ー ル を 含 む D aig o ' s T 培 地 で イ ン キ ユ ペ イ ト し た ( 3 7 0C ) .  1 5 分 後 ， 上 清 を 回
収 し ， さ ら に 細 胞 を 0 . 5 % p o l y o x y et h y l en e  o c ty l p h en y l e t he r  ( T rit on R x -
100 ) を 含 む D aig o ' s T 培 地 で 可 溶 化 し た . 各 サ ン プル を 印 刷 炭 酸 緩 衝 液
( pH 9 .0 ) で 5 倍 希 釈 し ， 励 起 波 長 4 8 5 run ， 蛍光 波 長 5 ，3 8n m で B C E C F の 蛍光
強 度 を 蛍光プ レ ー ト リ ー ダ ー ( Tit e r t e kR F l u o ro s k an II ， F l o w  L a b o r a t o rie s 
社 ， M c L e an ，  VA ， U S A ) で 測 定 し た . 細 胞 障 害 性 ( C yt o t o xicit y % ) は 以 下 の 式 に
従っ て 算 出 し た .
C y t o t o xicity ( 完 ) = Fs u p e r - F s o o  n X 100 
F s u p e r  + F c e l l  - F s p o n 
F s u o e r : 上 清 の 蛍光 強 度 ， F s o o n : 無 処 置 群 ( D aig o ' s T 培 地 の み ) 上 清 の蛍光 強
度 ， F c e 1 1 : 細 胞 中 の 蛍光 強 度.
エ プ セ レ ン ( エ タ ノ ー ル に 溶 解 ; 終 濃 度 0 . 5 % ) は エ タ ノ ー ル 暴 露 の 10 分前 に
培 地 に 添 加 し ， 3 7 0C で イ ン キ ユ ペ イ ト し た .
過 酸 化 脂 質 量 ま た は p L T レ ベ ル の 測 定 実 験 に お い て ， G S M0 6 細 胞 を コ ラ ー ゲ ン
処 置 ボ ト ル (25 c m 2 ) で 培 養 し ， 1 5 % エ タ ノ ー ル を 含 む D aigo ' s T 培 地 中 で
1 5 分 間 イ ン キ ユ ペ イ ト 後 ( 3 7 0C ) ， 氷 冷 生 理 食 塩 水 で 2 回 洗 浄 し た . 過 酸 化 脂 質
を 測 定 す る 場 合 ， 各 々 の サ ン プル に 生 理 食 塩 水 を 添 加 し ， テ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ
ザ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ し た . サ ンプル 中 の 過 酸 化 脂 質 量 は O h k aw a ら の 方 法 B 2 ) に
従っ て 測 定 し た . p L T を 測 定 す る と き ， エ タ ノ ー ル 処 置 を 施 し た 各 々 の サ ン プル
を D aig o ' s T 培 地 中 で 1 5 分 間 塗 湯 培 養 し た ( 3 7 0C ) . 次 に ， 培 養 上 清 を 回 収 し
( 1 ， 400 x g ，  10 min ) ， 上 清 中 に 遊 離 し た p LT 量 を p L T E I A キ ッ ト ( A m e r s h am
J ap an 社 ) で 測 定 し た . サ ン プル の タ ン パ ク 濃 度 は L o w ry ら の 方 法 5 5 ) に 準 じ て
測 定 し た .
1 6 ) 血 清 中 の エ プ セ レ ン 濃 度 の 測 定
In vit ro の 実 験 で 用 い る エ プ セ レ ン 滋 度 を 算 出 す る 目 的 で ， 本 薬 投 与 マ ウ ス に
お け る 血 清 中 レ ベ ル を 測 定 し た . 0 . 5 %  CM C 水 溶 液 に 懸 濁 し た エ プ セ レ ン ( 10 ， 
30 ま た は 100 m g / k g ) を マ ウ ス に 経 口 投 与 し ， 30 ， 4 5 ， 60 ま た は 120 分 後 腹 部
大 静 脈 か ら 採 血 し た . 血 液 か ら 血 清 を 分 離 後 ， 血 清 中 の セ レ ン 有 機 物 滋 度 を 原 子
吸 光 度 計 で 測 定 し ， エ プ セ レ ン 浪 度 と し た 5 2 )
1 7 ) 統 計 処 理
結 果 は 平 均 ± 標 準 誤 差 ( S . E . M . ) で 示 し た . 統 計 学 的 解 析 は D unn e t t の 多 重 比
nJ白内ぺU
較 法 を 用 い て 行 い ， p 値 が 0 .0 5 以 下 を 有 意 差 有 り と 判 定 し た .
3 . 結 果
1 ) ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 株 の 樹 立
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 胃 休 部 粘 膜 を プ ロ ナ ー ゼ E で消 化 し ， 得 ら れ た 単
離 細 胞 を コ ラ ー ゲ ン 処 置 ディ シ ユ で培 養 し た . 2 4 時 間 の 培 養 後 ( 3 7 0C ) ， 一 部 の
細 胞 は デ ィ シ ユ 表 面 に 接 着 し ， コ ロ ニ ー を 形 成 し た . こ の 時 点で 非 接 着 性 の 細 胞
は 廃 棄 し た . 接 着 性 の 細 胞 は 高 い 増殖性 を 示 し ， 2 '"'-'  3 日 中 に コ ン フ ル エ ン ト モ ノ
レ イ ヤ ー を 形 成 し た . し か し な が ら ， そ の 後 細 胞 は 増殖 し な かっ た が， 約 6 週 間
後 細 胞 は 再 び 増殖性 を 示 し ， コ ン フ ル エ ン ト モ ノ レ イ ヤ ー を 形 成 す る ま で増殖し
た . 培 養 細 胞 中 の 繊 維 芽 細 胞 の混 在 は ディ ス パ ー ゼ 処 置 に よ り 完 全 に 除 去 さ れ ，
残っ た 細 胞 を 6 '"'-' 8 週 間 か け て コ ロ ニ ー 形 成 法で 2 回 ク ロ ー ニ ン グ し た . 3 回
の 実 験 を 実 施 し ， 2 種 類 の 細 胞 株 ( G S M0 6 お よ び G SM 10 ) を 樹 立 し た . こ れ ら の
細胞 は デ ィ シ ュ 面 に 接 着 し て 増殖 し ， 隣 接 細 胞 と 密 着 し な が ら ， コ ン フ ル エ ン ト
モ ノ レ イ ヤ ー を 形 成 す る ま で増殖 し た ( Fig . 1 4 ) .  ま た ， G S M0 6 お よ び GSM 10 細
胞 は ト リ プ シ ン を 用 い た 通 常 の 継 代 培 養で 1 年 以 上 維 持で き ， こ の 間 細 胞 の 形 態
お よ び 機 能 は 変 化 し な かっ た .
Fig . 14 .  Photomicrog raphs of tw o established gastric m ucosal surface 
m ucous cell lines .  Culture of GSM06 cells in a collagen-coated dish on day 
3 (A : x100， C :  x500 ) . Culture of GSM 10 cells in a collagen-coated dish on 
day 3 (B :  x100，  D: x500 ) . The cells p roliferated while attached to the 
collagen-coated dish and g rew until confluent monolayers were formed . 
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2) G S M0 6 お よ び G S M 10 細 胞 の 同 定
G S M0 6 お よ び G SM 10 細 胞 は 3 3 0C で コ ン フ ル エ ン ト モ ノ レ イ ヤ ー を 形 成 す る ま
で培 養 し ， さ ら に 3 9 0C で 3 日 間 培 養 し た . 両 細 胞 は 細 胞 表 面 に 粘 液 層 を 形 成 し ，
そ れ ら に 含 ま れ る 糖 タ ン パ ク 質 は PA S お よ び I 型 C on A - H R P 染 色 陽 性で あ っ た
が ， III 型 C on A - H RP 染 色 に は 陰 性で あ っ た ( Fig . 1 5)。 一 方 ， 3 3 0C に お い て コ ン
フ ル エ ン ト モ ノ レ イ ヤ ー が 形 成 さ れ る 前 は， 細 胞 内 に P A S 陽 性 頼 粒 は 観 察 さ れ た
が， 細 胞 表 面 に 粘 液 層 は 形 成 さ れ な か っ た ( 結 果 示 さ ず に ま た ， こ れ ら の 細 胞 は
ペプ シ ン 活 性 を 有 さ ず， H + ，K + - A T P a s e の 発 現 も 認 め ら れ な かっ た ( 結 果 示 さ ず に
以 上 の 成 績 か ら 得 ら れ た G S M0 6 お よ び G S M 10 細 胞 は 胃 粘 膜 表 層 粘 液 細 胞 由 来で
あ り 副 細 胞， 主細 胞 ま た は 壁 細 胞 由 来で は な い こ と が 明 ら か と な っ た .
2 
Fig . 15 .  Staining of GSM06 and G SM 10 cells by PAS (periodic acid-Schiff) 
and concanavalin A (Con A) -horseradish peroxid出�e (HRP ) . The cells were 
cultured on a 1-cham ber slide at 33 oC until confluent monolayers were 
made， and this w as  followed by culture at 39 0C for a days. PAS staining of 
GSM06 (A， x30 ) and GSM 10 cells (B ， x30 ) . The m ueous sheets on the cell 
surface are stained red .  Class 1 Con A-HRP staining of GSM06 (C，  x30 ) and 
GSM 10 cells (D ，  x30 ) . The m ucous sheets on the clell surface are s凶おed
light brow n. Class m Con A-HRP staining of GSM06 ( E ， x30 ) and GSM 10 cells 
( F ，  x30 ) . The m ucous sheets on the cell surface w ere not stained . 
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3 ) 細 胞 の 増 殖性 お よ び l a r geT 抗 原 の 発 現
G S M 0 6 お よ び G SM 1 0 細 胞 の 増殖性 を 3 3 ( 許 容 温 度 ) ， 3 7  ( 中 間 温 度 ) お よ び
3 90C ( 非 許 容 温 度 ) で 調べ た . G S M 0 6 細 胞 は 3 3 お よ び 3 7 0C で増殖 し ， 倍 化 時
間 は 約 29 時 間で あ っ た . 一 方， 3 90C に お い て G S M 0 6 細 胞 は 増 殖性 を 示 さ な か
っ た が， 培 養 温 度 を 再 び 3 3 0C に 下 げ る と 増殖性 は 予 想 ど う り 回 復 し た ( Fig .
1 6 ) . こ の 結 果 か ら ， G SM  0 6 細 胞 の 温 度 感 受 性 増殖は 可 逆 性で あ る こ と が 示 唆 さ れ
た . G S M 0 6 細 胞 の l a r geT 抗 原 は 3 3 0C に お い て 核 中 に 認 め ら れ た が， 3 9 0C で
は 消 失 し た ( F i g . 1 7 ) .  こ れ は 恐 ら く T 抗 原 タ ン パ ク 質 の 変 性 の た め と 考 え ら れ
る . 従っ て ， こ の 細 胞 の 温 度 依 存 性 増殖は t s SV4 0 l a r ge T 抗 原 の 作 用 に 基づ い
て い る . 一方， G SM 1 0 細 胞 は 全 て の 温 度 条 件 下で増 殖 し ， 細 胞 倍 化 時 間 は 約 3 9
時 間 で あ っ た ( F i g . 1 6 ) .  G S M 1 0 細 胞 の 場 合， T 抗 原 は 3 3 お よ び 3 9 0C で 発 現
し た ( F i g . 1 7 ) .  G S M 1 0 細 胞 が な ぜ 非 許 容 温 度で増殖す る か 明 ら かで な い が， 細
胞 の 不 死 化 は T 抗 原 の 作 用 に よ る と 考 え ら れ る .
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1 0 6 
1E 8
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E U3 
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司、 1 0
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39C - 33C 
4 6 8 1 0 1 2 1 0 3 
Culture days 。 2 4 6 8 1 0 1 2 C ulture days 
Fig . 1 6 .  Cell growth of GSM06 (A) and GSM 10 (B) under different 
temperature conditions .  The cells (4 x 104 ) were cultured in a 6 cm 
collagen-coated plastic culture dish at 33，  37 or 39 oC， harvested by 
try psin-EDTA treatment and the num ber of cells w as  counted using a 
hem atocytometer .  Open circles :  at 33 0C， 巳losed eircles:  at 37 oC ， open 
triangles : at 39 0C . Closed triangle with an arrow : the temperature was 
low ered from 39 0C to 33 0C on day 6 .  The data represents the mean of 
results from tw o dishes .  
Fhu nぺU
』圃圃d・
Fig . 1 7 .  Large T-antigen expression at the permis sive and nonpermissive 
tem peratures in G SM06 and GSMIO .  The cells were cultured on a 
l-cham ber slide at 33 or 39 0C for 3 days .  The fixed cells were 泊cubated
with monoclonal antibody against large T-antige:n for 24 h at 4 0C，  and 
FITC-labeled goat anti-mouse IgG w as  introduced to the ceils for 24 h at 4 
oC . Culture at 33 0C 泊 GSM06 (A， x120 ) and GSM 10 cells (C ，  x120 ) . Culture at 
39 oc in GSM06 (B， x120) and GSM IO cells (D ，  x120) . The large T-antigen is 
expressed (g reen color) in the nuclei of almost 叫1 GSM06 cells at 33 0C but 
not at 39 0C . In contr回t， in GSM 10 cells the antigE:!n is expressed at both 
permissive and nonpermissive tem peratu res .  
4 )  G S M0 6 細 胞 の 発 癌 性 お よ び 染 色 体 解 析
C H O -K l ( 陽 性 コ ン ト ロ ー ル ) お よ び GSM0 6 細 胞 を 軟 寒 天 培 地 中 で 培 養 し た と き ，
C HO -K l 細 胞 は コ ロ ニ ー 形 成 活 性 を 示 し た が， G SM O  6 細 胞 は そ の 活 性 を 示 さ な かっ
た ( 結 果 示 さ ず に
正 常 マ ウ ス お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 由 来 の 胃 粘 膜 初 代 培 養 細 胞 の 染 色
体 数 は 2n =3 8 - 4 3 で， 正 常 の 染 色 体 数 ( マ ウ ス の 場 合 :2n 二 40 ) を 示 し た が，
G SM0 6 細 胞 の 染 色 体 数 は 一 定で な く ， 幅 広 く 分 布 し ， 正 常 の 性 質 を 示 さ な かっ た
( F i g . 1 8 ) .  
5 )  G S M0 6 の 細 胞 増殖性
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C h r o m o s o m e  n u m b e r  
Fig . 18 .  Distribution of chromosom e num bers in GSM06 cells . GSM06 cells 
( 1 . 6  X 105  cells/cm 2 )  w ere cultured in a collagen--coated 50一cm 2 culture 
dish at 33 0C for 24 h， and each chromosom e nUm bE!r of the cell (total cell 
number:  50) w as  observed . 
間 培 養 し た と き の 細 胞 数 は， 各 々 1 . 3 3 ::t0 .0 4 ， 1 . 3 8 ::t0 .0 6 お よ び 2 . 7 6 ::t 
0 . 1 9  X 10 5 c e l l s / c m 2 で あ っ た . 培 養 9 日 目 の 細 胞 数 は 1 日 目 の 約 2 倍 に 増
加 し た ( T a b l e 8 ) . こ の 細 胞 は 培 養 9 日 目 で コ ン フ ル エ ン ト に 達 し ， そ れ 以 降 細
胞 数 の 増 加 は 観 察 さ れ な かっ た ( 結 果 示 さ ず に
6 )  G SM0 6 細 胞 の 形 態 学 的 観 察
走 査 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て G S M0 6 細 胞 の 細 胞 表 面 の 変 化 を 経 時 的 に 観 察 し た . 培
養 1 日 目 ， 細 胞 間 細 隙 は 存 在 し ， 細 胞 表 面 に 微 繊 毛 様 突 起 が 疎 ら に 認 め ら れ た .
培 養 3 お よ び 9 日 目 ， 細 胞 間 細 隙 は 消 失 し 細 胞 間 接 着 は タ イ ト に な り ， 細 胞 表
面 に 微 繊 毛 様 突 起 が 密 に 観 察 さ れ た ( F i g . 1 9 ) . ま た ， 培 養 9 日 目 に お け る 細 胞
の 透 過 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察 を 行 っ た . 細 胞 聞 に は 密 着 結 合 お よ び 中 隔 接 着 斑 の
存 在 が 確 認 さ れ， 細 胞 質 に は 核 ， ミ ト コ ン ド リ ア ， ゴ ル ジ 装 置 に 加 え て 電 子 密 度
の 高 い 粘 液 頼 粒 が 認 め ら れ た ( F i g . 20 ) . ま た ， 走 査 電 子 顕 微 鏡での 観 察 と 同 じ
実 験 条 件 に お い て ， 細 胞 表 面 に P A S 陽 性 糖 タ ン パ ク 質 が 培 養 時 間 時 間 に 依 存 し て
増 加 し た ( F i g . 2 1 ) .  こ れ ら の 成 績 か ら ， 細 胞 表 面 に 観 察 さ れ る 微 誠 毛 様 突 起 に
は 糖 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た .
可，en‘U 
Fig . 1 9 .  Scanning electron microscopy of GSM06 cell surface . GSM06 cells 
( 1 . 6  x 10�  cells/cm :2 )  w ere cultured in a collagen type lV precoated 
scanning electron microscope glass plate in a 2 1一cm :2 dish at 33 0C for 1 ，  3 ，  
or 9 days .  The cells were fixed in 2 . 5% glutalaldehyde buffered 泊 0 . 1 M 
phosphate at 4 oC ， and treated with SEM standard m ethod . (A-C) Low 
magnification: on day 1 (A) ， day 3 (B) ， or day 9 (C) . (D-F) High 
m ag凶fication on day 1 (D ) ，  day 3 ( E ) ， or day 9 ( F ) . On day 1 ，  interstices 
among the cells still remained and the cells formed the scattered 
distribution of microvillus-like com ponents on the cell surface . On days 3 
and 9 ，  all cells w ere almost tightly adhesive an.d the cells formed the 













































































































































































































































































































































































































































































































transepithelial and cell growth the on periods culture of Effects 8 .  Table 
resistance (TER) in G SM 06 cel1s. 
TER Cell number s 









( Q /cm2 ) (x 10�  cel1s/cm2 ) 
2 1  :t 4 . 6  0 .04 + 1 . 33 1 
88 :t 1 2  * 0 .06 + 1 .38 3 
794， :t 3 7  * 0 . 1 9  * + 2 . 76 9 
The cel1s ( 1 . 6  x 10�  cel1s/cm2 ) were cultured in a collagen-coated culture bottle 
or cell culture insert at 33 0C for 1 ， 3 or 9 days. The� cell num ber was counted 
between apical and The transepithelial resistance a hematocytometer. usmg 
by using Millicell ele�ctrical resistance system. 
1 day vs. P く0 .01*， experi皿E�nts .6 of represent the means :t S . E .M . 
(Dunnett' s multiple comparison test) . 
b回olater叫 side was me回ured
Values 
G S M0 6 細 胞 の 上 皮 膜 電 気 抵 抗の 測 定
上 皮 膜 電 気 抵抗は 時 間 依 存G S M0 6 細 胞 を 細 胞 培 養 イ ン サ ー ト で 培 養 し た と き ，
7 9 4 士 3 7お よ び8 8 :t 12 21 ::t 4 . 6 ，  日 目 で 各 々9 3 お よ び
( T ab l e  
培 養
で あ っ た
的 に 増 加 し ，
Q / c m2 
P G 産 生8 )  G S M0 6 細 胞 の
2 5 5 1: 5 4 6 士 1 1 4 ，日 目 で 各 々9 お よ び3 遊 離 量 は 培 養P GE 2  G S M 0 6 細 胞 の
6 - k e t o  G S M 0 6 細 胞 ので あ っ た .c e l l s / 30 ID in 2 6 1 1:  32 n g / 1 0 5 お よ び29 
1 6 . 5 :t 1 . 1 お よ び1 5 . 9 :1::0 . 9 5 ， 日 目 で 各 々9 3 お よ び遊 離 量 は 培 養P GF 1 a 
日レ ベ ル は 培 養P G E 2 ( T ab l e  を 示 し たc e l l s / 3 0 m in 28 . 6 1:2 . 1 n g / 10 5  
レ ベ ル は6- ke t o  P G F l  a 日 目 で は 有 意 に 減 少 し た が，9 お よ び自 に 対 し て 培 養
6 - ke t o  レ ベ ル はP GE 2 ま た ，日 目 に 有 意 に 増 加 し た .
レ ベ ル よ り 常 に 高 かっ た .
9 日 目 に 対 し て 培 養
P GF 1 a 
9 )  G S M 0 6 細 胞 の エ タ ノ ー ル に よ る 細 胞 障 害
7 .  5 � 1 7  . 5 % の エ タ ノ ー ル は 濃 度 依 存 的 に 細 胞 障 害 を 惹日 目 に お い て ，培 養
日 目 で は エ タ ノ ー ル に よ る 細 胞 障 害 が 有 意 に 減9 3 お よ び培 養一 方 ，起 し た .

























7 . 5  1 0 . 0  1 2 . 5  1 5 . 01 1 7 . 5  
Et h an ol ( % ) 
Fig . 2 2 .  Effects of culture periods on the cytotox:ieity induced by ethanol 
j n  GSM06 cells . The cells were cultu red on a 96-well cultu re plate at 330C 
for 1 ，  3 ，  or 9 days，  and incubated with 10 μ M  of 6-carboxyfluorescein 
diacethoxym ethyl ester (BCECF-AM )  at 37 oC for 40 min. Thereafter， 
ethanol solutions ( 7 . 5% to 1 7 . 5%)  w ere added to the culture medium and 
incubated at 37 oC for 1 5  min.  The fluorescence intensity of 
2 ' ， 7'-bis ( carboxyethyl) carboxyfluorescein (BCECF)I w as  measured (EX :  485 
nm ， E阿 : 538 nm ) .  The cytotoxicity (%) was calculated as described in 
" MATERIAL S AND M ETHOD S . "  Open circles ，  day 1 ;  closed circles ，  day 3 ;  
open triangles ，  day 9 .  Each figure represents the mean 士 S . E . M . for 10 
wells . *: P く0 . 0 1 vs. day 1; # :  P く0 .01 vs. day 3 (Dunnett's  m ultiple 
















。 1 2 0 9 0  
( m i n )  
6 0  
Ti m e 
3 0  
Blood administration.  oral a s註19leafter e bselen levels Serum 2 3 .  Fig . 
sam ples were withdraw n from the abdominal vein under、 ether anesthesia 
30，  45 ，  60 and 120 rn in after oral treatm ent with ebselen at a dose of 10 
( 0 ) ，  30 ( ・ ) or 100 ( ム ) m gjkg .  
Table 9 .  Effects of culture periods o n  p roduction of p rostaglandins in GSM06 
cel1s . 
P rostagland泊 (ng/l0 !:S ce江s/30 min) 
PGE2 6-keto PGF ， ð 









15 .9  :!: 0 . 9 5  546 土 1141 
1 6 . 5  :!: 1. . 1  29* 2 5 5  :!: 3 
28 .6 :!: 2 . 1* 32* 261  :!: 9 
The cel1s ( 1 . 6  x 10!:S  cel1sjcm 2 )  w ere cultured in a collagen-coated culture bottle 
for 1 ，  3 or 9 day s .  The cells were incubated w土th a gentle shaking at 37 at 33 0C 
for 30 min .  The amount of PGE2 or 6-keto PGF 1 白 in the fluid obtained was 。C
1 
m easured with a PGE2 or 6-keto PGF ， ð enz yme im m uno assay kit， respectively . 
P く0 .01 vs .  day * ， expe ri.ments . 6 of represent the m eans 1: S . E . M .  
(Dunnett' s m ultiple comparlson test) . 
Values 
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1 0 ) 血 清 中 の エ プ セ レ ン 濃 度 の 測 定
エ プ セ レ ン ( 1 0 ， 3 0 お よ び 1 0 0 m g / kg ) の 単 回 経 口 投 与 に よ り そ の 血 清 中 濃 度
が 用 量 依 存 的 に 上 昇 し た . 本 薬 投 与 の 3 0 分 後 ( エ タ ノ ー ル 投 与 時 に 相 当 ) に お
け る 血 清 中 濃 度 は ， 1 0 ， 3 0 お よ び 1 0 0 m g / kg で 各 々 3 . 8 ， 9 . 0 お よ び 2 0 . 1 μ H
で あ っ た ( F i g . 2 3 ) . そ れ ゆ え ， 0 . 1 か ら 1 0 0 μ H の エ プ セ レ ン 濃 度 を i n




























Fig .  24. Effect of ebselen on the cytotoxicity of GSMOß cells 泊duced by 1 5% 
ethanol. Experim ent w as  rn ade b y  the sam e p rocedure as described in fig . 
22.  Ebselen w ω added 句 2 ' ，7'-bis (carboxyethyl) carboxyfluorescein 
(BCECF )-labeled cells 10 min before ethanol ( 1 5%) exposure . Each figure 
and v ertical bar rep resents the means i: S . E .M . for lO wells . *: P く 0 .05 v s .  
zero-dose g roup (vehicle plus ethanol) (Dunnett' s m 叫tiple com par回on
test) . 
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司�1 1 ) エ タ ノ ー ル 惹 起 細 胞 障 害， 過 酸 化 脂 質 量 ま た は p L T レ ベ ル に 対 す る エ プ セ レ
ン の 作 用
エ プ セ レ ン ( 1 0 お よ び 1 0 0 μ M ) の 前 処 置 は エ タ ノ ー ル ( 1 5 % ) に よ る 細 胞 障 害
を 有 意 に 抑 制 し ， 各 々 の 抑 制 率 は 1 8 お よ び 2 3 % を 示 し た ( F i g . 2 4 ) .  ま た ， 1 
5 % エ タ ノ ー ル の 暴 露 は 溶 媒 処 置 群 に 比 べ て 約 1 . 7 倍 の 過 酸 化 脂 質 レ ベ ル ( 1 2 2 ::t
1 . 1  nm o l / 1 0 0 m g  p r o t e i n ) の 上 昇 を 惹 起 し た . し か し な が ら ， 本 系 で は p L T レ
ベ ル は 常 に 検 出 限 界 ( 5 p g / m g  p r o te i n / 1 5 m i n ) 以 下 で あ っ た . エ プ セ レ ン
( 0 . 1 "'-' 1 0 0 μ M ) の 前 処 置 は 1 μ H か ら エ タ ノ ー ル に よ る 過 酸 化 脂 質 レ ベ ル 上 昇 を
用 量 依 存 的 か っ 有 意 に 抑 制 し た ( T ab l e 1 0 ) .  
Table 10 .  Effect of ebselen on lipid per、oxides and peptidoleu kotrienes in GSM06 
cells treated with 1 5% ethanol. 
Concentration Lipid p eroxides Peptidoleukotrienes 
Treatment ( μ M ) (nmol/100 m g  p rote泊) (pg/mg p rote泊/1 5 min) 
Vehicle alone 70 . 3 :::t 0 . 6 0  く 5 .0
Ethanol al.one 122 :t 1 . 1  く 5 . 0
+ ebselen 1 105 :t 4 . 6 0  く 5 .0
+ ebselen 10 95 .4 :t 3 . 5 0  く 5 . 0
+ ebselen 100 66 .2  :t 2 . 9 白 く 5 .0
E bselen was added to the culture medium of  GSM06 cel1s (1 .6  x 10� celiB/cm 2 )  10  
m in before ethanol exposure ， and then incubated for 1 5  min at 37 oc . Lipid 
peroxides in hom ogenated cells w e re determined fluorometrically as 
thiobarbituric acid-reactive substances ，  and released pep七idoleukotrienes into 
the m edium were m easured b y  a peptidoleu kotriene enzyme i皿 m unoassay . The 
data rep resents the means ::t S . E . M .  for 6 bo坑1es. Vehicle alone : 0 . 5% ethanol 
plus Daigo' s T medium ， Ethanol al.one :  0 . 5% ethanol plus 1 5% ethanol in Daigo's T 
mediu m . 白 Pく0.01 vs .  ethanol alone group (Dunnett' s m ultiple com parison test) . 
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ー司4 . 考 察 と 総 括
S V 4 0 ウ イ ル ス に よ る 晴 乳 動 物 細 胞 の 不 死 化 は ， あ る 程 度 そ の 細 胞 に 特 異 的 な 機
能 を 発 現 さ せ る 9 2 ， 1 4 4 ) 近 年， 温 度 感 受 性 突 然 変 異 株 t s S V 4 0 l a r g e  T 抗 原 遺 伝
子 に よ る 細 胞 の 不 死 化 が 行 な わ れ， そ の 遺 伝 子 産 物 は 許 容 温 度 ( 3 3 0C ) で は 活 性
を 有 す る が 正 常 の マ ウ ス の 体 温 ( 3 9 � 4 00C ) で は 急 激 に 失 活 す る と 報 告 さ れ て い
る ( F i g . 2 5 ) 1 4 . 3 8 目 3 9 ， 6 ø . 1 3 8 . 1 4 1 ， 1 4 2 ) 以 前， Y ana  i ら 1 4 I • 1 4 2 ) は 今 回 用 い た
も の と 同 ー の p S V t s A 5 8 導 入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 肝 お よ び 腎 の 細 胞 株
を 確 立 し た . ま た ， H - 2 K b _t s A 5 8 導 入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て ， 小 腸 ，
大 腸 お よ び 破 骨 細 胞 の 細 胞 株 樹 立 が 報 告 さ れ て い る 1 4 ， 1 :l 8 1 即 ち ， t s S V 4 0  
l ar g e  T 抗 原 遺 伝 子 導 入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は i n v i t r o で 培 養 す る の が
難 し い 細 胞 の 樹 立 に 有 用 な 動 物 で あ る .
33.C 
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D i l l e r en l i a l. ion 
Fig . 2 5 .  M odel of action of ts SV40 large T-antigen gene ( SV4OtsTag ) .  At the 
permissive tem perature (330C ) ，  SV40tsTag is correctly folded and can 
bind both p 53 and Retinoblastoma ( Rb ) . How ever，  at the non-permissive 
tem perature，  the p rotein becomes misfolded and csm no longer sequester 
Rb and p 53， allowing them to function norm ally ( refE!renCe 60) . 
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我 々 は ， p S Vt s A 5 8 導 入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 2 種 類 の 胃 粘 膜 上 皮 粘
液 細 胞 株 の 樹 立 に 成 功 し た . こ の 細 胞 の 細 胞 株 樹 立 の 報 告 は 未 だ な く ， 今 回 の 報
告 が 初 め て で あ る . ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 分 離 し た 胃 粘 膜 初 代 培 養 細 胞
は ， 数 日 間 は 高 い 細 胞 増 殖 性 を 示 し ， こ れ は 正 常 の 胃 粘 膜 初 代 培 養 細 胞 と 同 様 で
あ っ た 5 8 ， 6 4 ・ 1 3 1 ) し か し な が ら ， そ の 後 許 容 温 度 に お い l て 細 胞 は 増 殖 性 を 示 さ
な か っ た . し か し ， 約 6 週 間 後 増 殖 性 が 回 復 し ， 細 胞 は コ ン フ ル エ ン ト モ ノ レ イ
ヤ ー が 形 成 さ れ る ま で 増 殖 し た . こ れ と 同 様 の 細 胞 増 殖 パ タ ー ン が 我 々 と 同 じ ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 由 来 の 肝 お よ び 腎 細 胞 株 で も 示 さ れ て い る 1 4 1 ， 1 4 2 ) 樹
立 し た 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 株 ( G S M 0 6 お よ び G S M I 0 ) は 隣 接 細 胞 と 密 着 し た 形 態 を
保 持 し つ つ ， コ ン フ ル エ ン ト モ ノ レ イ ヤ ー が 形 成 さ れ る ま で 増 殖 し た . こ れ ら の
細 胞 の 形 態 は 正 常 胃 粘 膜 初 代 培 養 細 胞 5 B ・ 6 4 ， 1 3 1 ) の そ れ と 類 似 し て い た . こ れ ら
の 細 胞 は 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 と 同 様 に PA S お よ び I 型 C o n A - H R P 染 色 陽 性 の 糖
タ ン パ ク 質 を 産 生 し ， さ ら に は 重 曹 分 泊 能 を 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た .
細 胞 の 重 曹 分 泊 能 は， 細 胞 培 養 溶 液 の pH が 数 日 間 の 培 養 で 7 . 2 か ら 7 . 6 に 上
昇 す る こ と か ら 確 認 さ れ た ( T ab u c h i ら 未 発 表 デ ー タ ー ) . 
次 に ， 許 容 温 度 に お い て G S M 0 6 細 胞 の 種 々 の 生 物 学 的 特 徴 を 調 べ た . G S M O  6 細
胞 の 温 度 感 受 性 増 殖 は t s SV 4 0 l a r ge T 抗 原 遺 伝 子 に よ り 制 御 さ れ， 細 胞 は 許 容
温 度 で の み 増 殖 す る . し か し な が ら ， そ の 条 件 下 で も コ ン フ ル エ ン ト モ ノ レ イ
ヤ ー が 形 成 さ れ た と き G S M 0 6 細 胞 の 増 殖 は 停 止 し ， こ の 細 胞 増 殖 の 停 止 は コ ン タ
ク ト イ ン ヒ ピ シ ョ ン の た め と 考 え ら れ た . 正 常 マ ウ ス お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス 由 来 の 胃 粘 膜 初 代 培 養 細 胞 の 染 色 体 数 は 正 常 で あ っ た が， GS M 0 6 細 胞 の 染
色 体 数 は 正 常 の 性 質 を 示 さ な か っ た . す な わ ち ， あ る 意 味 で， G S M0 6 細 胞 は 細 胞
培 養 中 に 形 質 転 換 し た こ と が 示 唆 さ れ た . 軟 寒 天 培 地 を 用 い た 癌 原 性 試 験 に お い
て ， G S M O  6 細 胞 は コ ロ ニ ー 形 成 活 性 を 示 さ な か っ た . ま た ， 透 過 電 子 顕 微 鏡 に よ
る 観 察 か ら 細 胞 聞 に 密 着 結 合 お よ び 中 隔 接 着 斑 等 の 結 合 複 合 体 が 形 成 さ れ る こ と
が 明 ら か と な っ た . 中 隔 接 着 斑 の 減 少 は あ る 種 の 癌 細 胞 で 観 察 さ れ 6 2 1 ， ま た 中 隔
接 着 斑 数 の 減 少 と 形 質 転 換 の 程 度 が 相 関 す る こ と が 様 々 な 癌 原 性 を 有 す る 細 胞 株
に お い て 観 察 さ れ て い る 2 6 ， 9 9 . 1 1 5 ) . G SM 0 6 細 胞 の 染 色 体 数 は 正 常 の 性 質 を 示 さ
な い が， 細 胞 増 殖 性 お よ び 結 合 複 合 体 の 性 質 は 癌 細 胞 の そ れ ら と は 異 な る と 推 察
さ れ る 2 6 ， 6 2 ， 9 9 ， 1 1 5 )
興 味 深 い こ と に ， コ ン タ ク ト イ ン ヒ ピ シ ヨ ン に よ り 細 胞 増 殖 が 抑 制 さ れ た と き
P A S 陽 性 の 糖 タ ン パ ク 質 が 細 胞 表 面 に 観 察 さ れ ， そ の 後 培 養 9 日 目 で は 胃 粘 膜 上
皮 に 認 め ら れ る よ う な 厚 い P A S 陽 性 の 粘 液 層 が 細 胞 表 面 に 形 成 さ れ た . I n  
v i t r o 細 胞 培 養 系 に お い て 細 胞 表 面 に 粘 液 層 が 形 成 さ れ た と い う 報 告 は 未 だ な い .
ウ サ ギ 胎 児 胃 由 来 の 初 代 培 養 細 胞 は 細 胞 内 に P A S 陽 性 の 粘 液 頼 粒 を 有 す る 5 B ) 
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同 様 に ラ ッ ト 胃 粘 膜 の 初 代 培 養 細 胞 は PA S 陽 性 の 粘 液 頼 粒 を 保 有 し ， さ ら に は 粘
液 糖 タ ン パ ク 質 の 合 成 お よ び 分 溢 を 行 な う こ と が 報 告 さ れ て い る 1 3 1 ) し か し な
が ら ， こ れ ら の 細 胞 の 細 胞 増 殖 性 お よ び 機 能 は 数 週 間 維 持 す る の が 限 度 で あ る
5 B • 1 3 1 ) 
細 胞 培 養 イ ン サ ー ト を 用 い た G S M0 6 細 胞 の 単 層 培 養 に お い て ， 管 腔 お よ び 基 底
外 側 の 聞 に 形 成 さ れ る 上 皮 膜 電 気 抵 抗 は 培 養 時 間 の 増 加 に 比 例 し て 上 昇 し ， 培 養
9 日 目 で は 比 較 的 大 き な 電 気 抵 抗 値 ( 約 8 0 0 Q / c m 2 ) を 示 し た . こ れ は ， 細 胞 間
に 結 合 複 合 体 が 形 成 さ れ た た め と 考 え ら れ た . こ れ ま で に 様 々 な 単 層 培 養 細 胞 の
上 皮 膜 電 気 抵 抗 値 の 報 告 が な さ れ て い る . イ ヌ 腎 臓 由 来 l� D C K 細 胞 1 3 . 6 7 1 ， 腸 上
皮 癌 由 来 C a c o - 2 細 胞 2 9 ) ， ウ サ ギ 腎 皮 質 集 合 管 由 来 R C CT - 2 8A 細 胞 8 ) ， プ タ 腎 由
来 L L C - P K l 細 胞 3 5 ) お よ び マ ウ ス 腎 内 側 髄 質 集 合 管 末 端 由 来 m I M C D - 3 細 胞 9 7 )
の 上 皮 膜 抵 抗 値 は 各 々 8 0 - 1 0 0 ， 1 7 0 ， 2 5 0 ， 4 0 0 お よ び 1 ， 4 0 0 Q / c m 2 と 報 告 さ れ
て い る . 従 っ て ， G S M 0 6 細 胞 の 上 皮 膜 電 気 抵 抗 値 は L L C - P K l お よ び m I M C D - 3 細
胞 の そ れ に 匹 敵 す る と 考 え ら れ た . 培 養 胃 粘 膜 上 皮 細 胞 に P GE 2 お よ び 6- k e t o
P GF 1 a 等 の P G 類 産 生 能 が 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 3 ø . 5 B ) . G S M 0 6 細 胞 も
以 前 の 報 告 H l . 5 B l と 同 様 に P GE 2 お よ び 6 - k e t o P GF l a を 産 生 す る こ と が 判 明 し
た . さ ら に ， P G の プ レ カ ー サ ー で あ る ア ラ キ ド ン 酸 ( 1 0 -・ 6 "' 1 0 - 5 M ) の 培 地 中 へ
の 添 加 は G S M 0 6 細 胞 か ら の P G 遊 離 レ ベ ル を 顕 著 に 増 大 さ せ た ( T a bu c h i ら 未 発
表 デ ー タ ー に こ れ ら の 知 見 か ら ， 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 は 胃 粘 膜 に お け る P G の 主
要 な 源 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た . さ ら に ， G S MO  6 細 胞 は リ ン 脂 質 お よ び 小 麦 腔
ア グ ル チ ニ ン レ ク チ ン に 結 合 す る 糖 タ ン パ ク を 産 生 し ， こ れ ら の 産 生 量 は 培 養 時
間 に 依 存 し て 増 大 す る こ と が 示 さ れ た ( D o h i ら 未 発 表 デ ー タ ー ) . 
G S M 0 6 細 胞 の エ タ ノ ー ル 細 胞 障 害 に 対 す る 培 養 時 間 の 影 響 を 検 討 し た . 培 養 1
日 目 ， 7 . 5 - 1 7 . 5 % エ タ ノ ー ル は 細 胞 障 害 を 滋 度 依 存 的 に 惹 起 し ， こ の 成 績 は ラ ッ
ト 胃 粘 膜 細 胞 の 初 代 培 養 系 を 用 い た 結 果 と ほ ぼ 一 致 し た 7 8 . 7 9 ) 一 方， G SM 0 6 細
胞 が 粘 液 層 お よ び 上 皮 膜 電 気 抵 抗 を 形 成 す る 培 養 3 お よ び 9 日 目 で は そ の 細 胞
障 害 は 時 間 に 依 存 し て 減 弱 し た . 従 っ て ， エ タ ノ ー ル 細 胞 障 害 の 抑 制 に 粘 液 お よ
び 上 皮 膜 電 気 抵 抗 形 成 が 少 な く と も 一 部 関 与 し て い る と 推 察 さ れ る . 外 因 性 の
P GE 2 お よ び 1 6 ， 1 6 ー ジ メ チ ル P G E 2 は 胃 に お い て 強 力 な ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ョ ン
作 用 を 発 揮 す る 1 13 1 ) ま た ， 胃 粘 膜 に お け る P G 量 の 増 加 は 起 炎 性 物 質 に よ る 粘
膜 障 害 を 有 意 に 抑 制 す る 1 I!l 2 ) 残 念 な が ら ， 現 在 の と こ ろ G SM 0 6 細 胞 が 産 生 す る
P G 類 が 本 障 害 モ デ ル に お い て ガ ス ト ロ プ ロ テ ク シ ョ ン 作 用 を 発 揮 し て い る か 否 か
は 不 明 で あ る .
こ れ ら の 成 績 か ら ) G S M 0 6 細 胞 は 正 常 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 が 有 す る 機 能 を 種 々
保 持 し て い る の で ， 薬 理 学 的 お よ び 生 理 学 的 に 有 用 な 胃 粘 膜 上 皮 の i n v i t r o モ
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デ ル に な る と 考 え ら れ る . さ ら に は ， こ の 細 胞 を 利 用 し た 実 験 系 が こ れ ま で 種 々
の 実 験 動 物 で 行 な わ れ て き た 薬 物 の 毒 性 評 価 の 有 用 な 代 替 法 と な り 得 る か も し れ
な い .
第 一 部 で は i n v i v o の 系 に お い て ， エ プ セ レ ン が マ ウ ス エ タ ノ ー ル 胃 粘 膜 損 傷
を ほ ぼ 完 全 に 抑 制 し ， ま た そ の 抑 制 機 序 に 脂 質 過 酸 化 お よ び p L T 産 生 抑 制 作 用 が
関 与 す る こ と を 示 し た . こ こ で は G S M 0 6 細 胞 を 用 い て ， エ タ ノ ー ル に よ る 細 胞 障
害 に 対 す る エ プ セ レ ン の 効 果 を i n v i  t ro で 検 討 し た . エ プ セ レ ン の 1 0 お よ び
1 0 0 μ H は エ タ ノ ー ル 細 胞 障 害 を 有 意 に 抑 制 し た . し か し な が ら ， そ の 抑 制 率 は 高
濃 度 ( 1 0 0 μ M ) で も 僅 か 2 0 % で あ っ た . 1 n  v i vo お よ び i n v i t ro に お け る エ プ
セ レ ン の 抑 制 作 用 に 差 が 認 め ら れ た . こ れ は 実 験 条 件 お よ び エ タ ノ ー ル に よ る 損
傷 の 程 度 の 差 に 起 因 す る か も し れ な い . エ タ ノ ー ル 投 与 に よ り マ ウ ス 胃 粘 膜 の 脂
質 過 酸 化 量 お よ び p L T レ ベ ル が 有 意 に 上 昇 す る こ と を 明 ら か に し て い る ( 第 一 部
参 照 ) . G SM O  6 細 胞 に お い て ， エ タ ノ ー ル 処 置 は 重 篤 な 細 胞 障 害 を 誘 導 し ， 同 時 に
過 酸 化 脂 質 レ ベ ル を 上 昇 さ せ た . M ut o h ら 7 8 ) は ラ ッ ト 胃 粘 膜 初 代 培 養 系 に お い
て エ タ ノ ー ル の 暴 露 は 酸 素 ラ ジ カ ル 種 産 生 を 誘 導 し ， ま た ラ ジ カ ル 産 生 と 細 胞 障
害 の 聞 に 相 関 性 が あ る こ と を 明 ら か に し た . 従 っ て ， G S M 0 6 細 胞 に お け る エ タ
ノ ー ル に よ る 過 酸 化 脂 質 レ ベ ル の 上 昇 は ， 酸 素 ラ ジ カ ル 糧 産 生 の 結 果 誘 導 さ れ た
可 能 性 が 考 え ら れ る . エ プ セ レ ン の 過 酸 化 脂 質 レ ベ ル の 抑 制 は 1 μ H 以 上 の 濃 度
で 認 め ら れ ， 高 濃 度 ( 1 0 0 μ M ) で は ほ ぼ 完 全 な 抑 制 で あ っ た . 一 方， エ タ ノ ー ル
細 胞 障 害 に 対 し て 本 薬 の 1 0 0 μ H は 僅 か 2 0 % の 抑 制 し か 示 さ な か っ た . こ れ ら の
ギ ャ ッ プ を 合 理 的 に 説 明 す る こ と は 出 来 な い が， 我 々 が 用 い た i n v i t r o の 限 ら
れ た 条 件 下 に お い て ， 細 胞 障 害 発 生 に は 脂 質 の 過 酸 化 に 加 え て そ の 他 の 因 子 が 関
与 す る と 推 察 さ れ る . ま た ， エ プ セ レ ン に よ る 細 胞 障 害 抑 制 作 用 の 少 な く と も 一
部 に 本 薬 の 脂 質 過 酸 化 抑 制 作 用 が 関 連 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る . G S M 0 6 細 胞
の p LT レ ベ ル は， エ タ ノ ー ル 暴 露 の 有 無 に 関 わ ら ず 検 出 限 界 ( 5 p g / m g  p r o t e i n  
/ 1 5  m i n ) 以 下 で あ っ た . こ の 結 果 は ， 胃 粘 膜 表 層 粘 液 細 胞 が 胃 粘 膜 の p LT 類 の
主 要 な 源 で な い こ と を 示 し て い る . ま た ， 近 年， H u  be  r ら 3 3 ) は 粘 液 産 生 細 胞 で
は な く ク ロ モ グ ラ ニ ン A に 感 受 性 の あ る 神 経 内 分 強 細 胞 が ラ ッ ト 胃 粘 膜 に お け る
L TB 4 お よ び L T C 4 の 主 な 貯 蔵 細 胞 で あ る こ と を 報 告 し て い る .
以 上 の 成 績 か ら ， エ プ セ レ ン は i n v i v o に 加 え て i n v i t ro に お い て も エ タ
ノ ー ル に よ る マ ウ ス 胃 粘 膜 細 胞 障 害 を 抑 制 し ， そ の 抑 制 作 用 の 少 な く と も 一 部 に
脂 質 過 酸 化 の 抑 制 作 用 が 関 与 す る こ と が 示 さ れ た .
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結 論
セ レ ン 有 機 化 合 物 エ プ セ レ ン の 胃 粘 膜 損 傷 抑 制 作 用 機 作 の 解 析 と 胃 粘 膜 上 皮 粘
液 細 胞 株 の 樹 立 を 目 的 と し て 研 究 を 行 い ， 以 下 の 知 見 を 得 た .
① エ プ セ レ ン の 胃 液 分 泌 お よ び 胃 粘 膜 損 傷 抑 制 作 用 を 各 種 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス
モ デ ル を 用 い て 検 討 し た . エ プ セ レ ン 投 与 ( 3 0 "- 3 0 0 m g / k g ) は 幽 門 結 紫 ラ ッ ト 胃
液 分 必 ， お よ び ラ ッ ト 水 浸 拘 束 ス ト レ ス お よ び ア ス ピ リ ン 胃 粘 膜 損 傷 を 抑 制 し た .
本 薬 ( 1 0 "- 1 0 0  m g / k g ) は ラ ッ ト 塩 酸 ， ラ ッ ト 塩 酸 ー エ タ ノ ー ル お よ び マ ウ ス エ タ
ノ ー ル 胃 粘 膜 損 傷 も 抑 制 し た . ま た ， マ ウ ス モ デ ル に お い て ， 本 薬 の 抑 制 作 用 機
序 の 少 な く と も 一 部 に 脂 質 過 酸 化 お よ び p L T 産 生 の 抑 制 が 関 与 す る こ と が 示 さ れ
た . こ れ ら の 知 見 か ら ， エ プ セ レ ン は 胃 液 分 泌 お よ び 胃 粘 膜 損 傷 抑 制 作 用 を 有 す
る こ と が 判 明 し た .
② エ プ セ レ ン の 胃 H + ， K + - A T P a s e 抑 制 機 序 を 解 明 す る 目 的 で ， 酵 素 反 応 サ イ ク
ル の 種 々 の 反 応 に 対 す る 作 用 を 検 討 し た . エ プ セ レ ン は K + - AT P a s e 活 性 ( I C 5 0 =
0 . 0 6 μ M ) ， リ ン 酸 化 中 間 体 形 成 ( 1 C5 日 = 0 . 2 5 μ M ) ， K + - p N P P a s e 活 性 ( 脱 リ ン 酸 化
に 相 当 ; I C 5 ø = 0 . 0 9 μ M ) お よ び E t か ら E 2 K へ の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変 化 ( I C 5 0 =
0 . 3 3 μ M ) を 抑 制 し た . 本 薬 に よ る こ れ ら の 抑 制 作 用 は D T T 処 置 で ほ ぼ 完 全 に 阻
害 さ れ た . エ プ セ レ ン は 胃 H + ， K + - AT P a s e の ス ル ヒ ド リ ル 基 に 作 用 し ， 酵 素 の 脱
リ ン 酸 化 過 程 を 主 に 抑 制 す る こ と に よ り 活 性 を 阻 害 す る こ と が 明 ら か と な っ た .
③ 温 度 感 受 性 突 然 変 異 株 t s S V 4 0 l a r g e  T 抗 原 遺 伝 子 導 入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス か ら 機 能 を 保 持 し た 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 株 ( GS M 0 6 お よ び G S M 1 0 ) の 樹 立
に 成 功 し た . ま た ， G S M O  6 細 胞 を 用 い た エ タ ノ ー ル 細 胞 障 害 モ デ ル に 対 す る エ プ
セ レ ン の 効 果 を 検 討 し た . G S M 0 6 お よ び G S M 1 0 細 胞 は 細 胞 表 面 に P A S 陽 性 粘 液
層 を 形 成 す る 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 株 と 同 定 さ れ た . GSM 0 6 細 胞 は 温 度 感 受 性，
G SM 1 0 細 胞 は 温 度 非 感 受 性 の 細 胞 増 殖 性 を 示 し た . G S M O  6 細 胞 の 染 色 体 数 は 正 常
の 性 質 を 示 さ な か っ た が， 細 胞 の 増 殖 性 は 癌 細 胞 の そ れ と は 異 な っ た . G SM 0 6 細
胞 は 培 養 時 間 に 依 存 し て 細 胞 表 面 に 微 減 毛 状 突 起 お よ び P A S 陽 性 粘 液 層 を 形 成 し
た . 細 胞 闘 に は 密 着 結 合 お よ び 中 隔 接 着 斑 が 存 在 し た . G S M 0 6 細 胞 は P G E 2 お よ
び 6 - k e t o- P G F t a を 産 生 し た . 本 細 胞 の エ タ ノ ー ル に よ る 細 胞 障 害 性 は 培 養 時 間
に 依 存 し て 軽 減 さ れ た . こ れ ら の 結 果 よ り ， 樹 立 さ れ た 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 株 は
種 々 の 機 能 を 有 し た 細 胞 で あ り ， i n  v i t r o に お け る 胃 粘 膜 上 皮 の 機 能 を 解 析 す る
有 用 な モ デ ル に な る と 考 え ら れ た . エ プ セ レ ン は i n v i t r o に お い て も エ タ ノ ー
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ル に よ る 細 胞 障 害 を 抑 制 し ， そ の 抑 制 作 用 機 序 の 少 な く と も 一 部 に 脂 質 過 酸 化 の
抑 制 が 関 与 す る こ と が 示 さ れ た .
以 上， 第 一 部 か ら 三 部 ま で の 研 究 か ら 次 の 結 論 を 得 た . エ プ セ レ ン は 各 種 実 験
モ デ ル に お い て 胃 粘 膜 損 傷 を 抑 制 し た . ま た ， 胃 粘 膜 上 皮 粘 液 細 胞 株 を 樹 立 し た .
エ プ セ レ ン の 胃 粘 膜 損 傷 抑 制 作 用 機 作 に 抗 酸 化 作 用 お よ び 5 ー リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻
害 作 用 に 加 え て H + ， K + - A T Pa s e 阻 害 に 基 づ く 胃 液 分 泌 抑 制 作 用 が あ る こ と を 明 ら
か に し た .
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